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OZET

DUZCE ILINDE FINDIK BAHCELERINDE Botrytis cinerea’NIN NEDEN
OLDUGU GRi KUFUN KONTROLU
DOKTORA TEZi
ESRA KARA
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTIiTUSU
BITKi KORUMA ANA BIiLiM DALI
BiTKi KORUMA DOKTORA PROGRAMI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. MEHMET ERHAN GORE)
BOLU, ARALIK - 2025
XIII + 93 sayfa

Bu arastirma, Diizce ili ve il¢elerinde findik (Corylus avellana L.) liretim
alanlarinda gri kiif hastalig1 etmeni Botrytis cinerea’nin yaygmligini, patojenitesini
ve baz1 fungisitler ile biyolojik miicadele ajanlarina karst duyarliligini belirlemek
amaciyla yiritilmiistiir. 2022 yili tretim sezonunda gercgeklestirilen survey
calismalar1 sonucunda 8 ilgede yer alan 166 adet bahgeden alinan Ornekler
degerlendirilmis, toplam 163 Ornekten 72 adet B. cinerea izolati elde edilmistir.
Morfolojik ve molekiiler analizlerle teshis edilen izolatlar arasindan secilen yedi
temsilci izolatin patojenisite testleri yapilmistir. Cotanak, yaprak ve zlruf
denemelerinde 2B2 numarali izolat en yliksek hastalik siddetini gostermistir. Bu
izolat ile yiiriitiilen fungisit denemelerinde en yliksek inhibisyon oranit 1 pg/mL
dozda thiophanate-methyl (%95,96) ve tebuconazole (%73,30) ile belirlenmistir.
Biyolojik miicadele denemelerinde ise Trichoderma harzianum KRL AG-2’nin
hastalik gelisimini tamamen engelledigi, Pythium oligandrum M1’in yiiksek
diizeyde etkili oldugu saptanmistir. Sonuglar, B. cinerea’nin Diizce’de findik
tiretim alanlarinda 6nemli bir fitopatolojik potansiyel tasidigini ve bazi biyolojik
ajanlarin kimyasal fungisitlere alternatif olusturabilecegini gdstermektedir. Bu
caligma, siirdiirtilebilir findik {iretiminde entegre hastalik yonetimi stratejilerinin
gelistirilmesine bilimsel katki saglamaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Corylus avellana, Botrytis cinerea, fungisit
duyarlilig1, biyolojik miicadele, Diizce



ABSTRACT

CONTROL OF GRAY MOLD CAUSED BY Botrytis cinerea IN
HAZELNUT ORCHARDS IN DUZCE PROVINCE
PHD THESIS
ESRA KARA
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: PROF. DR. MEHMET ERHAN GORE)
BOLU, DEC 2025
XIII + 93 pages

This study was conducted to determine the prevalence, pathogenicity, and
sensitivity of the grey mold pathogen Botrytis cinerea to selected fungicides and
biological control agents in hazelnut (Corylus avellana L.) production areas of
Diizce province and its districts. During the 2022 production season, survey studies
were carried out in 166 orchards across 8 districts, and a total of 72 B. cinerea
isolates were obtained from 163 samples. Pathogen identification was confirmed
by morphological and molecular analyses. Pathogenicity tests were performed on
seven representative isolates selected from the total isolate collection. Among them,
isolate 2B2 showed the highest disease severity in nut cluster, leaf, and husk assays.
Fungicide sensitivity tests conducted with this isolate revealed that thiophanate-
methyl (95,96% inhibition at 1 pg/mL) and tebuconazole (73.30% inhibition at 1
ng/mL) exhibited the strongest inhibitory effects. In biological control assays,
Trichoderma harzianum KRL AG-2 completely suppressed disease development,
while Pythium oligandrum M1 was also found to be highly effective. The results
demonstrate that B. cinerea poses a significant phytopathological threat to hazelnut
production areas in Diizce and that certain biological control agents may serve as
potential alternatives to chemical fungicides. This study provides scientific support
for the development of integrated disease management strategies toward sustainable
hazelnut production.

Keywords: Corylus avellana, Botrytis cinerea, fungicide sensitivity, biological
control, Diizce
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1.GIRIS

Diinya genelinde {iretimi yapilan sert kabuklu meyveler arasinda findik,
ceviz ve badem Onemli bir yer tutmaktadir. Bu tiirler icerisinde findik, iiretim
miktar1 bakimindan ti¢lincii sirada yer almakta ve kiiresel 6lgekte ekonomik degeri
yluksek bir iiriin olarak 6ne ¢ikmaktadir. Tiirkiye, uygun ekolojik kosullar1 ve genis
iretim alanlar1 sayesinde diinya findik iiretiminde lider konumdadir. Kiiltiiri
yapilan findik gesitleri basta Tiirkiye olmak {izere Italya, ispanya, Amerika Birlesik
Devletleri, Sili, Cin, Iran, Yunanistan, Fransa, Azerbaycan, Rusya ve Giircistan gibi

tilkelerde de yetistirilmektedir (Bars, 2020).

Tablo 1.1 Ulkeler bazinda Diinya findik iiretimi (FAO, 2023)

Ulke Uretim miktar1 (Ton)
Tiirkiye 650.000
Italya 102.740
Azerbaycan 75.409
Sili 65.647
Gircistan 36.900
Diinya Geneli 1.125.221

1.1 Findigin Biyolojisi ve Taksonomisi

Findigin taksonomik siniflandirmasi incelendiginde, bu tiiriin Fagales
takimi icerisinde yer alan Betulaceae familyasinin Coryleae alt familyasina ve
Corylus cinsine dahil oldugu goriilmektedir. Ekonomik agidan 6nem tasiyan baslica

kiiltiire alinmais tiirler arasinda Corylus avellana L. (adi findik), Corylus colurna L.



(Tirk findig1) ve Corylus maxima Mill. (Lambert findig1) bulunmaktadir (GTB,
2017).

Sekil 1.2. Findikta ¢otanak yapist



Tek evcikli (monoik) ¢igek yapisina sahip olan findikta, ¢igeklenme zamani
cesit, rakim, sicaklik, nem gibi faktorlere bagli olmakla birlikte, Kasim-Mart aylari
arasindaki siirecte gerceklesir. Findikta gelecek yilin ¢igcek gozleri bir yil dnceden
olusmaya baglamaktadir ve erkek cicekler (piisler) Mayis-Haziran aylarinda
goriilmeye baslar (Balik ve Arif, 2023).

Findik, yalnizca kuruyemis olarak dogrudan tiiketilen bir iirlin olmanin
Otesinde, pastacilik ve oOzellikle cikolata endiistrisinde Oonemli bir hammadde
konumundadir. Findik bitkisinin kullanim alanlar1 incelendiginde findik odununun
ve ziliruflarinin yakacak olarak degerlendirildigi, kabugundan biyoyakit olarak
yararlanildigi, tip alaninda findik zarindan antikanserojen madde (Taksan tiirevleri
ve taksol) elde edildigi, i¢ findiklardan yemeklik yag elde edildigi goriillmektedir
(Karadeniz vd., 2008; Kutlutiirk, 2019). Karadeniz kusaginin sahip oldugu ekolojik
uygunluk sayesinde, diinya findik iiretiminin yaklasik %70°1 Tirkiye tarafindan
karsilanmaktadir. Tiirkiye ihracatinda %15-20 oraninda paya sahip olan findik,
ilke ekonomisine énemli diizeyde doviz girdisi saglamaktadir.

2018 y1il1 verilerine gore, diinya genelinde yaklasik 976.200 hektarlik alanda
findik tretimi gerceklestirilmektedir. Tiirkiye’de ise yaklasik 700.000 hektarlik
alanda findik yetistiriciligi yapilmakta olup, bu oran diinya genelindeki iiretim
alanlarinin yaklasik %75’ine karsilik gelmektedir (TB, 2020). Tarim ve Orman
Bakanlig1 biinyesinde yiiriitillen Cift¢i Kayit Sistemi (CKS) verilerine gore,
iilkemizde toplam 43 ilde findik yetistiriciligi yapilmasina ragmen, ticari liretimin
bliyiik bolimii Ordu, Giresun, Samsun, Sakarya, Diizce, Trabzon, Zonguldak,
Kocaeli, Artvin, Bartin, Kastamonu, Sinop, Gilimiishane, Rize, Bolu ve Tokat
illerinde yogunlagmaktadir (TMO, 2017).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére 2024 yili Tiirkiye findik
rekoltesi 717.000 ton olarak belirlenmistir. Diizce ili, 95.470 tonluk {iretim
miktartyla Ordu ve Samsun’un ardindan {giincii sirada yer almakta ve iilke

ekonomisine dnemli diizeyde katki saglamaktadir (TUIK, 2024).



Tablo 1.2 TUIK verilerine gore Diizce ilinde ve Tiirkiye’de findik iiretim alanlari

ve Uretim miktarlari

Diizce Tiirkiye
Yillar - =
Dekar Uretim (Ton) Dekar Uretim (Ton)

2020 632.200 57.330 7.345.377 665.000
2021 632.030 75.688 7.389.201 684.000
2022 632.030 83.052 7.440.473 765.000
2023 632.465 66.647 7.467.486 650.000
2024 634.352 95.470 7.497.692 717.000

Tablo 1.3 2024 yili TUIK verilerine gore Tiirkiye’de en ¢ok findik iiretimi

yapilan ilk 5 il¢e ve il siralamasi

Sira fice Uretim (Ton) il Uretim (Ton)
1 (Carsamba (Samsun) 40.527 Ordu 202.065
2 Akcakoca (Diizce) 36.649 Samsun 114.089
3 Terme (Samsun) 28.855 Diizce 95.470
4 Unye (Ordu) 23.813 Giresun 94.018
5 Altimordu (Ordu) 22.414 Sakarya 82.083

Ulkemizde Karadeniz Bolgesi’nde genis iiretim alanlar1 bulunan findik
bitkisindeki hastaliklar ile ilgili bazi arastirmalar yapilmis olsa da, yeterli sayida
giincel ¢aligma bulunmamaktadir. Bat1 Karadeniz Bolgesi incelendiginde, cografi
konum, tiretim deseninin findik agirlikli olusu ve sahil kesiminde bulunan nemli bir
bolge olmasi, findikta 6zellikle gri kiif hastalig1 etmeni Botrytis cinerea ile 1lgili

calismalara olan ihtiyaci artirmaktadir.

1.2 Findik Bitkisindeki Hastaliklar ve Botrytis cinerea’nmin Kontrol

Olanaklarina Yénelik Onceki Calismalar

Diinya genelinde findik yetistiriciligi yapilan alanlarda ¢esitli fungal
hastaliklar 6nemli verim kayiplarima neden olmaktadir. Yaygin goriilen findik
fungal hastaliklar1 arasinda Monilia fructigena ve M. laxa, antraknoz etmeni

Gloeosporium coryli, gri meyve nekrozlarina yol agan Fusarium lateritium (Santori



vd., 2010), odun dokusunda yaniklik belirtilerine neden olan Filbert yaniklig1
etmeni Anisogramma anomala ile meyve ciiriikliigii olarak da bilinen gri kif
hastaliginin etmeni Botrytis cinerea yer almaktadir (Belisario ve Santori, 2009;
Pschedith vd., 2017).

Yiiriit ve arkadaslarinin 1988-1990 yillarinda Akgakoca ve Diizce’de
yaptiklar1 ¢calismada B. cinerea, Monilia fructigena ve M. coryli’nin neden oldugu
cotanak yanikliklarinin oraninin Akgakoca’da %2,7 ve Diizce’de %17 oraninda
tespit etmislerdir (Yiiriit vd.,1994).

Sezer, 2012 yilinda yaptig1 calismada Ordu, Trabzon ve Giresun illerindeki
findik bahgelerinde yiiriittiigii bir ¢alismada, incelenen ¢otanaklarin %18,15’inin
fungal hastalik etmenleriyle bulasik oldugunu ve en yiiksek oranda izole edilen
etmenin Botrytis tiirleri oldugu belirlemistir (Sezer, 2012). Diizce ilinde ise kiilleme
(Altin, 2017), kok ciiriikliikleri ve bakteriyel yaniklik gibi hastaliklarin varlig1 tespit
edilmistir (Karahan vd., 2013).

2008-2010 yillart arasinda Ordu, Giresun ve Trabzon illerindeki findik
bahcelerinde yiiriitiilen bir arastirmada, Botrytis cinerea’nin yayginligi Ordu’da
%92,00, Giresun’da %85,71 ve Trabzon’da %64,86 olarak belirlenmistir. Etmen,
yaniklik ve erken yaniklik belirtileri gdsteren siirglinlerden izole edilmistir. Caligma
sonucunda, patojenin bitkiye girisinde yara dokusuna ihtiya¢ duymadig1; dogrudan
yaprak, cotanak ve siirgiin yiizeylerinden enfeksiyon olusturabildigi tespit
edilmistir. Hastalik, yaprak ve ¢cotanaklarda yogun yaniklik, siirgiinlerde ise kuruma
belirtileriyle karakterize edilmistir. Botrytis cinerea’nin neden oldugu siirgiin
yaniklig1, findik bahgelerinde verimi dogrudan etkileyen dnemli bir hastalik olup,
Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen bir¢ok findik ¢esidinin bu patojene kars
yiiksek derecede duyarli oldugu bildirilmektedir (Sezer ve Dolar, 2012).

Cilekte kursuni kiif hastaligina karsi bakteriyel antagonistik etmenlerin
arastirildigr bir ¢alismada, c¢ilek bitkisinin farklt dokularindan izole edilen
potansiyel antagonistik bakteriyel izolatlar {izerinde patojenisite denemeleri
gerceklestirilmistir. Bu denemeler sonucunda, Bacillus megaterium ve
Pseudomonas vesicularis tiirlerinin B. cinerea’ya kars1 etkili oldugu belirlenmistir.
Aym caligmada, bezelye bitkilerinden izole edilen floresan 6zellik gdsteren bir
Pseudomonas fluorescens izolati da arazi denemelerine dahil edilmistir.
Uygulamalarm etkililik oranlar1 %26,84 ile %47,36 arasinda degismistir (Ilhan,
2009).



Tekiner ve arkadaslar1 (2020), karadut, portakal ve ¢ilek bitkilerinden izole
ettikleri B. cinerea izolatlarinin misel gelisimi iizerine, farkli bitki tlirlerinden ve
topraktan elde edilen biyokontrol ajanlarinin etkilerini aragtirmiglardir. Calismada
Trichoderma harzianum, Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas fluorescens,
Bacillus subtilis, B. megaterium ve B. cereus tiirleri degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, B. cinerea’ya karst en yiiksek inhibisyon oranini gosteren
biyokontrol ajanlarinin Trichoderma harzianum (%85,73) ve Bacillus subtilis
(%95,24) oldugu belirlenmistir (Tekiner vd., 2020).

Patlican bitkisinde kursuni kiif hastaligina neden olan B. cinerea’ya karsi
cesitli biyokontrol ajani bakterilerin etkinliginin arastirildigi bir calismada (Bacillus
cereus, B. megaterium, B. pumilus, B. subtilis, B. thuringiensis subsp. kurstaki, B.
amyloliquefaciens, Paenibacillus polymyxa, Pantoea agglomerans, Pseudomonas
fluorescens ve P. chlororaphis subsp. aureofaciens), hem in vitro hem de in vivo
kosullarda degerlendirmeler yapilmistir. Aragtirma sonucunda B. cinerea’ya karsi
yiiksek antagonistik etki gdsteren P. chlororaphis subsp. aureofaciens ve B.
amyloliquefaciens izolatlarmin etkili oldugu belirlenmistir (Ak¢a ve Tozlu, 2022).

Botrytis cinsi funguslarin ¢esitli bitkilerde olusturdugu hastaliklarin
biyolojik kontroliinde etkili bulunan mikroorganizmalar arasinda; fungal
antagonistler Gliocladium, Ulocladium ve Trichoderma tiirleri, bakteriyel
antagonistler Pseudomonas ve Bacillus tiirleri ile maya grubundan Candida tiirleri
yer almaktadir (Elad ve Stewart, 2004). Yapilan literatiir ¢aligmalarinda B.
cinerea’ya kars1 biyolojik miicadele ajanlarinin etkinligi konusunda daha ¢ok,
Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma cinslerine ait tiirlerin 6ne ¢iktig1 gézlenmistir
(Roca-Couso vd., 2021; Sezer, 2019). Ayrica bu mikroorganizmalar iilkemizde
Tarim ve Orman Bakanlig: tarafindan baz1 bitkiler ve bitki patojeni funguslar igin
ruhsatlandirilmig durumdadir.

Barra-Bucerei ve arkadaslar1 (2019), B. bassiana izolatlarinin domates ve
biber dokularinda endofitik olarak kolonize olabildigini ve B. cinerea’ya karsi
onemli diizeyde antagonistik etki sagladigini belirlemis olup, bu izolatlarin
biyolojik miicadele agisindan yiiksek potansiyele sahip oldugunu ortaya
koymuslardir (Barra-Bucerei vd., 2019). Cesitli bitkilerde endofitik olarak bulunan
ve entomopatojen etkinligi bilinen Beauveria bassiana izolatlarinin B. cinerea’ya
kars1 etkili bulundugu kaydedilmistir (Sui vd., 2022; Martinko vd., 2024; Chang
vd., 2025).



Findik yetistirilen alanlarda g¢otanaklarda yanikliga neden olan Botrytis
cinerea’ya karst gesitli kimyasal etken maddelerin ve biyolojik ajanlarin spor
¢imlenmesi ile miselyal gelisim {izerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, farkl
fungisitlerin etkinlik diizeyleri degerlendirilmistir. Aragtirma sonuglarina gore,
Pyraclostrobin + Boscalid ve Iprodione 'un 5 pug/ml, Cyprodinil + Fludioxonil ve
Imazalil in ise 10 pg/ml dozlarinin B. cinerea’nin miselyal gelisimini tamamen
engelledigi belirlenmistir. ki farkli Botrytis izolatma karsi yapilan
degerlendirmelerde, en diisiik ECso degeri Cyprodinil + Fludioxonil uygulamasinda
tespit edilmistir. Biyolojik fungisitlerin etkinlik analizlerinde ise Bacillus subtilis
Y 1336 1rkinin birinci ve ikinci izolatlar i¢in sirasiyla ECso degerlerinin 64,57 pug/ml
ve 170,21 pg/ml oldugu kaydedilmistir. Bacillus subtilis (1,34 g/l QST 713)
formulasyonunda ise ECso degerleri sirasiyla 7,51 pg/ml ve 6,42 pg/ml olarak
belirlenmistir. Spor ¢imlenmesini engelleyici en disik doz (MIC) degerleri
incelendiginde; Cyprodinil + Fludioxonil in 1 pg/ml, Pyraclostrobin + Boscalid,
Iprodione ve Imazalil’in 5 pg/ml, Fenhexamid, Pyrimethanil ve B. subtilis (1,34 g/1
QST 713)’in ise 10 pg/ml dozlarinda etkili oldugu saptanmistir. Buna karsin B.
subtilis Y1336 izolatinda tiim dozlarda konidiyum ¢imlenmesinin gergeklestigi
bildirilmistir (Sezer, 2019).

Kaliforniya’daki ticari iizlim, antepfistigt ve nar Uretim alanlarindan
toplanan toplam 160 adet tek spor izolatinin cyprodinil, fludioxonil ve iprodiona
kars1 duyarliliklari, in vitro kosullarda miseliyal gelisim denemeleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Miseliyal gelisimin %50 oraninda engellendigi etkili
konsantrasyon degerlerine (ECso) gore, elde edilen izolatlarin sirastyla %100’
fludioxonil, %831 cyprodinil ve %381 iprodione kars1 duyarli (ECso < 1 pg/mL)
bulunmustur (Avenot vd., 2018).

Koycu (2018) yaptig1 calismada bag alanlarindan toplanan Botrytis cinerea
izolatlarinin captan’a kars1 duyarliligini ve bu duyarliliin stabilitesini arastirmistir.
Captan’a duyarliligin stabilitesini belirlemek amaciyla, fungisit icermeyen patates
dekstroz agar (PDA) besiyerinde 15 ardisik kiiltiir dongiisii boyunca B. cinerea
izolatlar1 degerlendirilmistir. Captan’a kars1 duyarliligi azalmis bazi izolatlarda,
ECso degerlerinin, baslangicta captan’a duyarli olan izolatlarin ECso degerlerine
kiyasla degismedigi belirlenmistir.

Guerrero ve arkadaglar1 (2014), Sili’nin giineyinde findik bitkilerinde

ekonomik kayiplara neden olan patojenleri tespit etmek amaciyla yaptiklart bir
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calismada, findik bahgelerinden c¢esitli fungal etmenleri izole etmislerdir. Bu
etmenler, dal kanseri etmeni Diaporthe sp. ve Diplodia sp., kok ciirikligi
etmenleri Phytophthora sp., Armillaria mellea, Cylindracarpon sp., Macophomina
phaseolina, Sclerotinia minor, ¢otanaklarda yanikliga sebep olan gri kiif etmeni B.
cinerea, meyve i¢ ¢iiriiklerine yol acan Rhizopus stolonifer, Alternaria alternata,
Fusarium sp., Penicillium sp., Aspergillus niger ve siirglinlerde geriye Olim
belirtilerine yol agan Botryodiplodia sp. ve Camarosporium sp. etmenlerini tespit
etmislerdir.

Sun ve arkadaslar1 (2023) tarafindan Cin’deki findik tiretim alanlarindan
elde edilen B. cinerea etmeninin hiicre duvari ve enzim aktivitesi yoniinden
etkinligi incelenmistir. Hastalik indeksi ile enzim aktiviteleri arasinda gozlenen
uyum, findikta hastalik gelisimi ve duyarliligin hiicre duvarn biitiinliigii ve
gecirgenligiyle yakindan iliskili oldugunu ortaya koymaktadir. Bulgular, gri kif
enfeksiyonuna karsi direncli ¢esitlerde daha diisiik diizeyde hiicre duvari
pargalayict enzim iiretiminin 6nemli bir savunma mekanizmasi olabilecegini
gostermektedir. Elde edilen sonuclar, findikta gri kiif hastaligina karsi direng
mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik ileri ¢caligmalar i¢in bilimsel bir temel
sunmaktadir.

Findik g¢esitlerinin  B. cinerea’ya duyarlilk mekanizmasmin, bitki
metabolitleriyle iligkisinin arastirildigi bir ¢aligmada, flavonoid ve fenolik asit
diizeylerinin findigin B. cinerea’ya karsi direncine onemli Olclide katkida
bulundugu kaydedilmistir (Sun vd., 2024).

Heo ve arkadaslar1 (2025) Giiney Kore’de findik yetistirilen alanlarda ilk
kez kayitlara gecen, belirgin gri kiif belirtileri gdzlemlemistir. Hastalik etmeni B.
cinerea ilk olarak May1s ayinda ortaya ¢ikmis ve Agustos ayina kadar devam etmis
olup, hastalik yayginhigi %20 ila %30 arasinda degismistir. Baslangigta, findik
meyvelerini ¢evreleyen ziiruf dokusunda kiiciik, yuvarlak ve kahverengi yaniklik
lezyonlar1 goriilmiis; bu lezyonlar zamanla genisleyerek hem ziiruflarin hem de
meyvelerin tamamen ¢iiriimesine yol agmistir (Heo vd., 2025).

Kim ve arkadaslar1 (2016) tarafindan Giiney Kore’de cilek bitkilerinde gri
kiif hastalig1 lezyonlarindan izole edilen B. cinerea izolatlar1 ile ylriitiilen bir
calismada, alt1 farkli fungisit grubunun patojenin misel gelisimi ve spor ¢imlenmesi
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Calismada Fludioxonil (Phenylpyrrole),

Tebuconazole (Triazole), Iprodione (Dicarboximide), Pyrimethanil
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(Anilinopyrimidine), Boscalid (Anilide) ve Fenpyrazamine (Pyrazole) etken
maddeleri kullanilmistir. Sonuglara gore, 0,1 ve 1 pg/ml konsantrasyonlarda misel
gelisimini %93,7 - %100 arasinda inhibe eden Fludioxonil en etkili fungisit olarak
belirlenmistir. I[prodione’un etkinligi, 0,1 pg/ml konsantrasyondaki etkisine kiyasla
1 pg/ml diizeyinde 6nemli 6l¢iide artmis, 10 pg/ml dozunda ise hem Iprodione hem
de Tebuconazole’iin B. cinerea misel gelisimini neredeyse tamamen engelledigi
tespit edilmistir. Boscalid’in engelleyici etkisinin 10 ug/ml dozuna kadar arttig1,
ancak daha yiikksek konsantrasyonlarda sabit kaldigi  bildirilmistir.
Fenpyrazamine’in etkisinin %51,3-60,8 araliginda degistigi, Pyrimethanil in ise
misel gelisimi izerine en diigik etkiye sahip fungisit oldugu saptanmistir.
Fungisitlerin spor ¢imlenmesi lizerindeki etkileri incelendiginde, Fludioxonil 'in 0,1
pg/ml konsantrasyonda B. cinerea spor ¢imlenmesini %91 oraninda engelleyerek
en yliksek inhibitor etkiyi gosterdigi belirlenmistir. 10 pg/ml konsantrasyonda
Tebuconazole, Iprodione ve Boscalid’in inhibitor etkilerinin sirastyla %80, %96 ve
%99 diizeylerine ulastig1; buna karsin Fenpyrazamine ve Pyrimethanil’in
¢imlenmeyi sirasiyla yalnizca %23 ve %7 oraninda inhibe ettigi kaydedilmistir.
Ancak, bu iki fungisitin ¢cimlenme engelleyici etkileri 100 pg/ml konsantrasyonda
belirgin sekilde artmistir. 3.000 pg/ml konsantrasyonda ise tiim fungisitlerin B.
cinerea spor ¢imlenmesini %100 oraninda engelledigi tespit edilmistir (Kim vd.,
2016).

Diizce ili, Tiirkiye’nin énemli findik iiretim merkezlerinden biridir. Son
yillarda iklim degisikligi nedeniyle sik yasanan zirai don olaylari, kuraklik gibi
etkilerin yanisira, yapilan arazi kontrollerinde hasat donemi 6ncesinde ¢otanaklarda
yaniklik ve erken dokiilmelere neden olan bir hastaligin varlig1 dikkat cekmistir. Bu
etkiler nedeniyle randiman ve rekolte kayiplar1 yasanmaktadir. Hastalikli
cotanaklardan yapilan izolasyonlarda Botrytis cinerea oldugu tespit edilmistir Iklim
degisikligine miidahalemiz daha zor oldugundan, hastalik ve zararlilarin yonetimi
konusu 6nem kazanmaktadir. Ayrica iklim degisikligi ile birlikte son yillarda,
stirgiin ve ¢cotanak yanikliklart seklinde kendini gosteren hastaliklar onemli diizeyde
verim kayiplarina yol agmakta olup, etkilenen c¢otanaklarda Botrytis tiirlerine
benzer fungal gelismelerin gézlemlendigi bildirilmektedir.

Botrytis cinerea, findik da dahil olmak iizere ¢cok sayida konukguyu enfekte eden
nekrotrofik bir fungal patojendir ve enfeksiyon siirecinde hiicre duvarit parcalayici

enzimleri indiikleyen toksinler tiretmektedir (Sun vd.,2023). B. cinerea, ¢ok genis bir
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konukgu dizisine sahip olup uygun ¢evresel kosullarda (yliksek nem, uygun sicaklik
vs.) hizla yayilarak ciddi iirtin kayiplarina yol agabilen 6nemli bir fungal patojendir.
Ancak Diizce ili ve ¢evresindeki findik iiretim alanlarinda bu etmenin yayginlhigi,
biyolojisi ve miicadele yoOntemlerine iliskin kapsamli bir aragtirma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, B. cinerea’nin bolgedeki varligmmin ve zarar
diizeyinin belirlenmesi, farkli kimyasal ve biyolojik miicadele yontemlerinin
etkinliginin degerlendirilmesi ve lreticiler igin siirdiiriilebilir ¢6ziim Onerilerinin

gelistirilmesi bu tez ¢alismasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Bitki Ornekleri

Diizce ili ve ilgelerindeki (Akcakoca, Cumayeri, Cilimli, Gdlyaka,

Gilimiisova, Kaynagh, Merkez, Yigilca) findik bahgelerinden toplanan hastalikli

cotanak ornekleri ¢alismalarimizin ana materyalini olusturmaktadir.

2.1.2 Fungal Patojenlerin izolasyonunda ve Teshisinde Kullanilan

Besiyerleri ve Kimyasallar

Calismamizda kullanilan findik bitkilerinin yaniklik belirtisi gosteren

cotanak dokularindan yapilan izolasyon c¢alismalarinda su agar (WA) ve patates

dekstroz agar (PDA) besiyeri kullanilmistir. Molekiiler teshis ¢aligmalarimizda ise
agaroz jel ve Tris borate EDTA (TBE) buffer kullanilmistir.

2.1.3 Fungisitler ve Biyolojik Preparatlar

Denemelerde kullanilanilan fungisitlere ve biyolojik preparatlara ait bilgiler

Tablo 2.1 ve Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.1 Calismalarda kullanilan fungisit etkili maddeleri

Ticar1 Ad1 | Firma Adi Etken madde Formiilasyon | Oram1 | Grubu
Carpaz Safa Tarim Cyprodinil WP %50 Anilinopyrimidin
. . . 250 . .
Heros Agrisciences | Azoxystrobin SC " Strobilurin
g

Agri . -

Safa Tarim Captan WP %50 Dicarboximide
Captan
Pivot 25 | Cansa )

Tebuconazole WP %25 Triazole
WP Kimya
Sarpa 70 | Dogal Thiophanate-
WP %70 Benzimidazole

WP Kimya methyl




Tablo 2.2 Calismada kullanilan biyolojik preparatlar

Ticari Adi Firma Adi Aktif Madde | Formiilasyon | Uygulama
(Biyolojik Tipi Dozu (100
Miicadele L su)
Ajam)
T-22 BioWorks Trichoderma WP
Planterbox harzianum Rifai 60 gr
KRL AG-2
PolyDoctor | Biopreparaty Pythium WP 30 gr
oligandrium
strain M1
Companion Growth Bacillus subtilis SC 500 ml
Products Ltd. GBO03
Cedriks Agrobest Pseudomonas SL 300 ml
fluorescens
strain Pf1
AIBU ZF Bitki Beauveria SC 100 ml
- Koruma, bassiana 20-01-
Mikoloji 02
Formiilasyonu
SC-1
AIBU ZF Bitki Beauveria SC 100 ml
- Koruma, bassiana 20-01-
Mikoloji 02
Formiilasyonu
SC-2
AIBU ZF Bitki Beauveria SC 100 ml
- Koruma, bassiana 20-01-
Mikoloji 02
Formiilasyonu
SC-3
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2.2 Yontem

2.2.1 Survey Cahismalar

Bu caligma kapsaminda, Diizce ili ve ilgelerinde (Merkez, Akcakoca,
Cumayeri, Cilimli, Gdolyaka, Giimiisova, Kaynasli ve Yigilca) bulunan findik
bahgelerinden, 2022 yi1li Temmuz ve Agustos aylarinda hastalik belirtileri gdsteren
cotanak oOrnekleri toplanmistir. Ornekleme, hastalik semptomlarmin belirgin
sekilde gozlendigi alanlarda glidiimlii 6rnekleme yontemi (Bora ve Karaca, 1970)
kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Ornekleme plan1 olusturulurken Diizce il Tarim ve Orman Miidiirliigii niin
2022 yilma ait giincel findik iiretim verileri ile TUIK istatistikleri dikkate alinmustir.
Cografi kosullar ve mevsimsel imkanlar géz 6niinde bulundurularak, 6rnekleme
6lcegi 1/30.000-1/60.000 araliginda belirlenmistir. Her bir bahg¢eden alinan
orneklerin koordinat bilgileri ve yetistirilen findik c¢esitleri kaydedilmistir.
Orneklerin toplandig1 bahgelerin cografi konumlarma iligkin bilgiler Tablo 3.3’te

verilmigtir.

Karasu e,

Kocaali Caferiye Akgakoca g, s

Kirazli

."‘I// - 2N
)/ LA aYigiicaVs
Konuralp fong e

: e ilimli st i et AV
Cumgyerl ,C T, 4 Posr ) Y Z X

= *,et aTask |
Eso.\ ek
 Golyakal 1
i o 1 o

T Al e
Aydinpinar ‘\

Dikmen

Sekil 2.1. Survey yapilan findik bahgelerinin bulundugu ilgeler
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Tablo 2.3 Survey yapilan bahge sayilar1 ve Botrytis cinerea izolat1 elde edilen

bahge sayilari
fie Survey yapilan bahce | Botrytis cinerea izolati
sayisi (adet) elde edilen bahce sayis1
Akgakoca 65 32
Cumayeri 12 5
Cilimli 8 3
Golyaka 9 3
Giimiisova 11 3
Kaynash 9 3
Merkez 42 20
Yigilca 10 3
Diizce il geneli 166 72

Baz1 bahgelerde Botrytis cinerea’ya bagh gri kiif belirtilerine ek olarak
farkli hastalik semptomlar1 da gdzlemlenmistir. Bu nedenle, en az iki farkli belirti
gosteren ¢otanak ornekleri de degerlendirmeye alinmis ve farkli fungus izolatlar
da elde edilmistir. Yapilan survey calismalart sonucunda elde edilen veriler kayit
altina alinarak, bahgelerin B. cinerea ile bulasik olup olmadig: belirlenmis ve buna
gore hastaligin yayginlik durumu ortaya konulmustur.

Botrytis cinerea’nin yayginlik orani = B. cinerea izolat1 elde edilen bahge
sayis1/ Survey yapilan bahge sayis1 x 100 formiilii ile hesaplanarak tespit edilmistir.

Incelenen ocak sayisi, her bahgenin biiyiikliigiine gére belirlenmistir. Buna
gore; 1-5 dekar biiyilikligiindeki bahgelerde 10 ocak, 6—-10 dekar biiytikliigiindeki
bahgelerde 20 ocak, 11-20 dekar biiyiikliiglindeki bahgelerde 30 ocak ve 20
dekardan biiyiik bahgelerde ise 40 ocak degerlendirmeye alinmistir. Her bir ocaktan
20 cotanak incelenmis; hastalik belirtisi gosteren ornekler dikkatlice toplanarak

kese kagitlarina yerlestirilmis ve uygun sekilde etiketlenmistir.
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Sekil 2.3. Findik iiretim alanlarinda yapilan survey ¢alismalari

Toplanan oOrneklerin bozulmadan laboratuvara ulastirilabilmesi igin,
numuneler buz akiisii i¢eren tasmabilir sogutucu kaplarda muhafaza edilmistir.
Soguk zincir korunarak, ornekler, Bolu Abant [zzet Baysal Universitesi, Ziraat

Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii, Mikoloji Laboratuvari’na taginmastir.
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Tablo 2.4 Diizce ili il¢elerinde findik ekilis alanlar1 ve incelenen ocak sayilari

Incelenen Incelenen
) EKkilis Toplam ocak
Iige ocak sayisi cotanak
alani(da) sayisi (adet)

(adet) sayisi

Akgakoca 218.570 10.928.500 320 6.400

Cumayeri 54.110 2.705.500 50 1.000
Cilimli 35.270 1.763.500 30 600
Golyaka 42.310 2.115.500 40 800
Glimiisova 34.760 1.738.000 30 600
Kaynash 23.170 1.158.500 30 600

Merkez 128.930 6.446.500 200 4.000

Yigilca 94.910 4.745.500 80 1.600

Toplam 632.030 31.601.500 780 15.600

2.2.2 Botrytis cinera’nin ve Diger Funguslarin izolasyonu ve Teshisi
2.2.2.1 izolasyon Calismalar

Laboratuvara getirilen Orneklerin hastalik belirtisi gosteren yaprak ve
cotanaklardan uygun biiyiiklilkte parcalar kesilerek %1°lik sodyumhipoklorit
(NaOCl) igerisinde 3 dk bekletilerek yiizey sterilizasyonu gergeklestirildikten
sonra, 2 kez steril saf su igerisinde 2’ser dakika bekletilerek durulanmistir. Yiizey
sterilizasyon islemleri tamamlandiktan sonra, kurutma kagitlari ile kurutulmustur.
Saglikli ve hastalikli oldugu tahmin edilen hastalik lezyonlarinin bulundugu bitki
parcalar1 ¢otanaklarda hastaligin yogun bulundugu kisimlardan (= ziiruflardan) su
agar1 ve streptomycin siilfat iceren PDA (Patates Dekstroz Agar) besiyerlerine, her
bir petri kabina 4 adet doku pargasi yerlestirilerek ekilmistir. Ekimi yapilan petriler
12 saat aydinlik-12 saat karanlik periyotta ve 24+1 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Semptom gdsteren ¢otanaklardan izolat elde edebilmek amaciyla nemli hiicreye de
alimmustir. Petri kaplarinda gelisme gosteren fungus kolonilerinden, %1,5’luk su
agart (WA) kullanilarak, tek spor izolasyon yontemiyle saflastirma islemleri
yapilmistir. Hastalik belirtisi gosteren c¢otanaklardan elde edilen funguslar,

tamamen saflastirilana kadar bu saflastirma islemlerine devam edilmistir.
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Sekil 2.4. Survey ¢alismalarinda hastalik semptomlar1 gosteren ¢otanaklar

Sekil 2.5. Funguslarin izolasyon ¢alismalarinda nemli hiicre agsamasi
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Survey caligmalar1 sonucunda elde edilen bitki materyallerinden izole edilen
tiim fungus Ornekleri korunmustur. Calismalarda kullanilmak iizere elde edilen B.
cinerea izolatlar1 ve diger cinslere ait fungus izolatlari, uzun siireli saklama
amaciyla cryo koruma soliisyonlari igerisinde muhafaza edilmistir.

Her bir izolattan, mantar delici yardimiyla 10 mm ¢apinda bes adet disk
alimmig ve iki tekerriirlii olacak sekilde, igerisinde %35 gliserol ve %15 dimetil
stilfoksit (DMSO) ¢ozeltisi bulunan cryo tiiplere aktarilmistir. Tiipler uygun sekilde
etiketlendikten sonra -20 °C’de 30 dakika siireyle 6n sogutma islemine tabi
tutulmus ve ardindan -80 °C’de uzun siireli saklama i¢in derin dondurucuya

yerlestirilmistir.

Sekil 2.6 Elde edilen izolatlarin besiyerinden cryo tiiplere alinmasi

2.2.2.2 Teshis Calismalar:
Patojen funguslarin molekiiler teshisleri yapilmak {izere cryo tiiplerden

cikarilan izolatlar PDA besiyeri iceren petri kaplarina ekim yapilmistir.
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Sekil 2.7. Cryo tiiplerde muhafaza edilen izolatlarin PDA besiyerine alinmasi

7-9 giin gelismeye birakilan bu izolatlar morfolojik olarak

gruplandirilip, fotograflanmigtir.

Sekil 2.8. Morfolojik gruplandirilmasi yapilmis izolatlar
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2.2.2.2.1 izolatlarin Koloni Morfolojisi ve Spor Yapilarina Gore
Konvansiyonel Teshisleri

Diizce ili ve ilgelerindeki yaniklik belirtileri gosteren findik ¢otanaklarindan

elde ettigimiz izolatlar konvansiyonel tekniklere gore koloni renkleri, misel

yapilari, Urettikleri sklerotiler ve spor yapilar1 bakimindan incelenmistir ve

morfolojik teshisleri yapilmistir (Abata vd. 2016; Morca vd. 2021).

Tablo 2.5 Izolatlarin klasik yontemlere gére tanimlanmasinda faydalanilan

calismalar ve kriterler

Izolat

Tanilamada  kullanilan

nitelik

Yararlanilan literatir

Botrytis cinerea

Koloni misel rengi,
havai misel gelisimi,
kabarik misel gelisimi,
Konidi ve konioforlarin

goriintlisli ve boyutlari

Ellis, 1971;
Jarvis, 1977,
Hennebert, 1973

Neopestalotiopsis sp. Koloni rengi, Kkiiltiir | Jeewon vd., 2003;
gelisimi, spor sekli Liu vd., 2017,
Liu vd., 2019
Diaporthe sp. Koloni rengi, kiiltiir | Sun vd., 2021;
gelisimi, konidi yapisi Leon vd., 2020;
Wagqas vd., 2024
Nigrospora sp. Koloni yapisi, koloni | Hudson, 1963;
rengi, konidi ve | Wang vd., 2017,
konidiofor sekli Hao vd., 2020

Fusarium sp.

Kiiltir gelisimi, koloni

rengi ve spor yapisi

Gerlach ve Nirenberg,
1982;
Burgess vd., 1994;

Leslie ve Summerell,

2006
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2.2.2.2.2 izolatlarin Molekiiler Teshisi

Klasik yontemlerin baz alindigi morfolojik karakterizasyon sonrasi,
molekiiler karakterizasyon calismalari i¢in her gruptan virtilensligi yiiksek 1 adet
izolat secilmistir. PDA besiyerinde gelisen izolatlarin misel dokulari, bisturi
yardimiyla kazinarak DNA izolasyonlar1 Dart protokoliine gore uygun sekilde
yapilmuistir.

100 mg kazinan miseller 2 ml’lik Eppendorf tiiplere alindiktan sonra,
iizerine 750 pl fresh lisis buffer eklenmistir. Ornekler kuru blokta 65°C’de 1 saat
siiresince inkiibe edilmistir. Bekledikten sonra homojenizatorle 1-2 dk boyunca
mikser yontemiyle DNA ¢ikabilmesi igin ezilmistir. Igerisinde ezilmis misellerin
bulundugu eppendorflarin igerisine 750 pl chloroform izoamyl alkol ekleyip,
eppendorf tiipler racka dizildikten sonra 10 dk boyunca oda sicakliginda karistirma
islemi gergeklestirilmistir. 15 dk santrifiij ettikten sonra, 1,5 ml’lik yeni eppendorf
tipler etiketlenip, icerisine 350 pl izopropil alkol ve iizerine santrifiij edilen
eppendorflardan 500-600 pl siipernatan (santrifiijjden sonra {istte kalan sivi)
eklenmistir. Bu eppendorflar 10 dk karistirma islemine tabi tutulduktan sonra,
15.000 rpm’de 10 dk santrifiij islemine gergeklestirilmistir.

DNA peletleri olustuktan sonra eppendorflarin i¢indeki sivi uzaklastirilip,
ornekler kurutma igslemine alinmistir. Kurutulan DNA 6rnekleri 10-15 saniye siire
ile %70’lik etanolden gecirilmistir. Eppendorf tiiplere 100 ul double distile su
eklenerek kuru bloga alinip, 65°C’de DNA peletleri ¢oziiliinceye kadar
bekletilmistir. Denovix DS-11 FX serisi spektrofotometre cihazi ile DNA 6l¢timleri
yapilmistir.

Steril distile su ile seyreltilme islemi yapildiktan sonra, 10 ng/ul ‘ye
ayarlanmistir. Elde edilen DNA’lar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Izolatlardan elde edilen DNA’lar ile gerceklestirilen molekiiler ¢alismalarda
ITS (internal transcribed spacer region of ribosomal DNA) gen bolgesi i¢in ITS1 /
ITS4 primerleri, tef 1 gen bdlgesi icin ise EF-1-986F/EF-1-728R primerleri
kullanilmistir (Carbone ve Kohn, 1999; White vd., 1990).

Elde edilen DNA’lar Scott primerleri kullanilarak Polimeraz zincir
reaksiyonu igslemine alinmistir. PCR sonucunda elde edilen {irtinleri goriintiillemek
icin, UV 15181 altinda floresan etki gosteren ethidium bromide (EtBr) boyasi ile
DNA’nin agaroz jel izerindeki yerini tespit etmek icin DNA, agarose jel lizerindeki

kuyucuklara pipetle yiliklenmistir. Elektroforez jel diizeneginde DNA 6rneklerini
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ylirlitme islemi yapildiktan sonra, jel icerisindeki DNA bantlar1 goriintiilenerek, UV
1sikta G:BOX F3 goriintiileme sistemi (Syngene, Cambridge, UK) kullanilarak
goriintiiler kaydedilmistir. Bu bantlagsmalardan faydalanilJel goriintiisiine gore
olusan bantlardaki bp seviyelerine gore gruplandirmalar yapilmistir. Fragmentler
dogrulandiktan sonra PCR temizleme kiti protokoliine gore (Promega, Wisard SV
Gel and PCR Clean-Up System) temizlenmistir. Bu asamadan sonra soguk zincir
korunarak Sanger metoduna uygun sekilde sekanslama islemleri i¢in, BMLabosis
(Ankara, Tiirkiye) sirketine gonderilmistir. Tarafimiza ulasan DNA sekans analizi
sonuglari, NCBI (National Center of Biotechnology Information) veritabaninda
Blast analizi yapilarak calismalarimizda tespit edilen fungal patojenlere ait
niikleotid dizileri, veritabanindaki referans kaynaklar ile benzerlik oranlari
acisindan kiyaslanmistir (Boratyn vd., 2013). Calismamizda izole -etti§imiz
patojenlere ait niikleotid dizilerinin okuma ve diizenleme islemleri MEGAT11
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version) programi kullanilarak

gerceklestirilmistir (Tamura vd., 2021).

2.2.3 Botrytis cinera ile Patojenisite Denemeleri

Toplamda 72 adet olan patojen izolat koleksiyonumuzun koloni
morfolojisine gore temsilcilerinden B. cinerea grubuna dahil edilen ve igerisinde
molekiiler teshise gonderilen izolatlarin da bulundugu toplamda 35 adet izolat ile
On patojenisite denemeleri kurulup, diger patojenisite denemelerinde kullanilmak
lizere en agresif olan ve ¢otanaklarda B. cinerea semptomu gdosteren izolatlar
belirlenmistir.

Patojenisite testlerinde kullanilmak {izere cesit olarak hastaliga hassas
oldugu bilinen, tizerinde c¢otanak barindiran Kara findik stirgiinleri toplanip,
icerisinde buz akiisii bulunan sogutucu kutularin igerisinde muhafaza edilerek
laboratuvara getirilmistir. Bu siirgiinler 3 dakika %]1’lik sodyum hipoklorit ile
dezenfekte edildikten sonra, 2 farkli beherdeki steril saf suda 3’er dakika
bekletilerek iizerlerindeki sodyum hipokloritin uzaklastirilmasi saglanmustir.
Kurutma kagitlarinda kurutulduktan sonra, %1°’lik sodyum hipoklorit ile dezenfekte
edilmis plastik bardaklara yerlestirilmistir. Bu bardaklarin igerisine 50 ml ¢esme
suyu doldurulmus ve c¢otanak barindiran siirglinlerin su ihtiyaci karsilanmistir.
Etiketlere izolat isimleri yazilmistir. Bu bardaklar tabaninda 2 kat steril kurutma

kagid1 bulunan kiivetlere dizilip, kagitlar 50 ml steril saf su ile nemlendirilmistir.
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Her bir izolatin bulundugu petriden 5 mm’lik mantar delici ile diskler alinip,
cotanaklarin merkezine yerlestirilmistir. Bu disklerin tizerine 20 mikrolitre steril saf
su damlatilmistir. Kontrol grubu olarak izolat icermeyen PDA besiyerinden, mantar
delici ile 5 mm’lik diskler alinip, ¢cotanaklarin merkezine yerlestirilip, iizerlerine 20
ul steril saf su damlatilmistir. Uzerlerine seffaf naylon poset gegirilerek, 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik, 25 °C iklim odasinda 14 giin boyunca bekletilmistir.
Deneme kurulduktan 2 giin sonra naylon poset ¢ikarilip, 10. Gliniinde tekrar naylon
poset gecirilmistir. 14. giinlin sonunda bitkilerde hastalik semptomlar1 ortaya
ciktiktan sonra deneme sonuglart degerlendirilip, ¢esit reaksiyon denemeleri i¢in
agresif olan izolatlar se¢ilmistir. Deneme sonuglar1 Tablo 2.6°da verilen 0-3 skalasi
baz alinarak degerlendirilip, kaydedilmistir. Bu skala Sezer ve Dolar’in yaptiklar
calismadan uyarlanmistir (Sezer ve Dolar, 2012). Deneme sonuglarinin % hastalik
oranlar1 Townsend-Heuberger formiilii yardimiyla hesaplanarak, kaydedilmistir

(Townsend ve Heuberger, 1943).

Townsend — Heuberger formiilii;

Hastalik siddeti (%): ¥ 72— x100

n: skalada farkli hastalik gruplarina dahil olan gotanak sayisi
V: skala degeri
Z: en biiyiik skala degeri

N: gozlenen toplam g¢otanak sayisi
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Tablo 2.6 Hastalik siddetinin hesaplamasinda kullanan skala degerleri

Skala Degeri Degerin Anlamm
0 Cotanakta hastalik semptomu yok
1 Cotanak ylizeyinin %1-30’unda

hastalik var

2 Cotanak ylizeyinin %31-60’1nda

hastalik var

3 Cotanak yiizeyinin %60’ 1indan

fazlasinda hastalik var

Elde edilen izolatlarin patojenisiteleri 2023 tiretim sezonunda tamamlanmustir.
Botrytis cinera izolatlarin igerisinden 7 adet izolat secilmistir. Bu izolatlar; F5,

2E1, 2B1, 2C4, 2A2, C6, 2B2 olarak belirlenmistir.

2.2.3.1 Cotanakh Siirgiin Yontemi

On patojenisite ¢alismalarinda yiiksek oranda hastaliga neden olan 7 adet B.
cinerea izolat1 segilerek, 3 tekerriirlii olarak patojenisite denemeleri kurulmustur.
Bu amagla hem spor siispansiyonu (1x10° konidi/ml) hem de 5 mm’lik agar diski
yontemi kullanilmistir. Disk yonteminde her bir izolatin bulundugu petriden 5
mm’lik mantar delici ile diskler alinip, cotanaklarin merkezine yerlestirilmistir. Bu
disklerin iizerine 20 pl steril saf su damlatilmistir. Kontrol grubu olarak izolat
icermeyen PDA besiyerinden, mantar delici ile 5 mm’lik diskler alinip, ¢otaklarin
merkezine yerlestirilip, Uzerlerine 20 pl steril saf su damlatilmistir. Spor
siispansiyonu yonteminde ise Thoma Lami yardimiyla spor yogunlugu 1x10°
konidi/ml olacak sekilde ayarlanip, c¢otanaklara piilverizasyon seklinde
piiskiirtiilmiistiir. Uzerlerine seffaf naylon poset gecirilerek, 16 saat aydinlik-8 saat
karanlik, 25 °C iklim odasinda 14 giin boyunca bekletilmistir. Deneme kurulduktan
2 giin sonra naylon poset ¢ikarilip, 10. Gilinlinde tekrar naylon poset gegirilmistir.

14. gliniin sonunda bitkilerde hastalik semptomlar1 ortaya ¢iktiktan sonra
deneme sonuglar1 degerlendirilmistir. Deneme sonuglar1 Tablo 2.6°da verilen 0-3
skalas1 baz alinarak degerlendirilip, kaydedilmistir. Deneme sonuglarinin %
hastalik oranlar1 Townsend-Heuberger formiilii yardimiyla hesaplanarak,

kaydedilmistir (Townsend ve Heuberger, 1943).
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2.2.3.2 Yaprak Yontemi

Yapraklar dezenfekte edildikten sonra igerisinde su agar bulunan petrilerin
kapagina dizilip, {lizerilerine 5 mm’lik mantar delici ile izolatlardan alinan diskler
yerlestirilmistir. Bu disklerin tizerine 20 pl steril saf su damlatilmistir. Petriler
kapatilarak su agar ortaminin iist kismma gelmesi saglanmistir. Deneme 3
tekerriirlii olarak kurulmustur. B. cinerea’nin yapraklardaki semptomlarini daha
kapsamli bir sekilde gézlemek amaciyla hem spor siispansiyonu (1x10° konidi/ml)
hem de 5 mm’lik agar diski yontemi kullanilmistir. Her iki ¢alismanin neticesi de
16 saat aydinlik-8 saat karanlik periyot ve 25 °C sicaklik i¢eren kosullarda 14 giin
sonucunda Tablo 2.7°de verilen 0-3 skalasmna gore degerlendirilip, sonuglar
kaydedilmistir. Deneme sonuclarinin % hastalik oranlar1 Townsend-Heuberger

formiilii yardimiyla hesaplanarak, kaydedilmistir (Townsend ve Heuberger, 1943).

Tablo 2.7 Yaprak yonteminde hastalik siddetinin hesaplamasinda kullanan

skala degerleri

Skala Degeri Degerin Anlami
0 Yaprakta hastalik semptomu yok
1 Yaprak ylizeyinin %1-30’unda
hastalik var
2 Yaprak yiizeyinin %31-60’1nda
hastalik var
3 Yaprak ylizeyinin %60’ 1indan

fazlasinda hastalik var

2.2.3.3 Ziiruf Yontemi

Findik ziiruf parcalar steril edildikten sonra icerisinde su agar bulunan
petrilerin kapagina dizilip, lizerilerine 5 mm’lik mantar delici ile izolatlardan alinan
diskler yerlestirilmistir. Bu disklerin tizerine 20 pl steril saf su damlatilmistir.
Petriler kapatilarak su agar ortaminin iist kismina gelmesi saglanmistir. Deneme 3
tekerriirlii olarak kurulmustur. Botrytis cinerea’nin ziiruflardaki semptomlarini
daha kapsamli bir sekilde gozlemek amaciyla hem spor siispansiyonu (1x10°

konidi/ml) hem de 5 mm’lik agar diski yontemi kullanilmigtir. Her iki ¢alismanin
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neticesi de 16 saat aydinlik-8 saat karanlik periyot ve 25 °C sicaklik igeren
kosullarda 14 giin sonucunda Tablo 2.8’de verilen 0-3 skalasina gore
degerlendirilmistir. Deneme sonuglarinin % hastalik oranlar1 Townsend-Heuberger

formiilii yardimiyla hesaplanarak, kaydedilmistir (Townsend ve Heuberger, 1943).

Tablo 2.8 Ziiruf denemesinde hastalik siddetinin hesaplamasinda kullanan skala

degerleri
Skala Degeri Degerin Anlam
0 Ziirufta hastalik semptomu yok
| Ziiruf yiizeyinin %1-30’unda
hastalik var

Ziiruf ylizeyinin %31-60’1nda
? hastalik var
4 Ziiruf yiizeyinin %60’ mdan

fazlasinda hastalik var

2.2.3.4 Elde Edilen Diger izolatlar ile Patojenisite Denemeleri

Botrytis cinera haricindeki tiim izolatlar ile ¢otanakli siirglin yontemiyle ve
Yaprak yontemiyle patojenisite denemeleri kurulmustur. Denemeler 0-3 skalasina
gore degerlendirilip. Deneme sonuglarinin % hastalik oranlar1 Townsend-
Heuberger formiilii yardimiyla hesaplanarak, kaydedilmistir (Townsend ve

Heuberger, 1943).
2.2.3.5 Botrytis cinerea ile Cesit Reaksiyon Denemeleri

Cesit olarak bolgemizde en yaygin dikimi yapilan Kara findik, Sar1 findik
ve Giresun Yaglsi findik ¢esitlerinden yapraklar toplanip, laboratuvara getirilerek
disk yontemi ile denemeler kurulmustur. Uygun nem kosullarini saglamak amaciyla
Su Agar iceren steril Petri kutular1 Su Agar kism1 yukarida kalacak sekilde ters
cevrilip, kapaklarina findik yapraklarimin alt kisimlari yukar1 gelecek sekilde
yapraklar dizilmistir. Disk yontemi ile her bir izolatin bulundugu petriden 5 mm’lik
mantar delici ile diskler alinip, findik yapraklarinin 2 noktasina yerlestirilmistir. Bu
disklerin tizerine 20 pl steril saf su damlatilmistir. Kontrol grubu olarak izolat

icermeyen PDA besiyerinden, mantar delici ile 5 mm’lik diskler alinip, cotanaklarin
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merkezine yerlestirilip, iizerlerine 20 pl steril saf su damlatilmigtir. 7 izolat ile 3
tekerriirlii olarak, 3 findik ¢esidiyle denemeler kurulmustur. 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik periyot ve 25 °C sicaklik igeren kosullarda 14 giin sonucunda, deneme 0-
3 skalasina gore degerlendirilmistir. Deneme sonuglarinin % hastalik oranlar
Townsend-Heuberger formiilii yardimiyla hesaplanarak, kaydedilmistir (Townsend

ve Heuberger, 1943).

Sekil 2.9. Botrytis cinerea 2B2 ile ¢esit reaksiyon denemesi

2.2.4 In vitro’da Botrytis cinerea 2B2 izolatinin Fungisitlere Duyarlihg

Yapilan tiim patojenisite testlerinin sonucunca agresifligiyle 6ne ¢ikan B.
cinerea 2B2 izolatinin azoxystrobin, captan, cyprodinil, tebuconazole ve
thiophanate methyl’e olan in vitro duyarliligi (Cizelge 3) PDA besiyerinde
Olciilmiistiir. Bu amagla fungisitlerin stok ¢ozeltisi (10 mg/mL), %97-99 saflikta
etkili maddeleri kullanilarak metanol i¢inde hazirlanmis ve PDA besiyerinde
sirastyla 0, 1, 3, 5, 10, 30, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. Tim
ortamlarda metanoliin son konsantrasyonu hacimce %0.01 olmustur. Fungisitlerin
her bir dozu i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde 100 ml PDA ortami hazirlanip cam
siselerin i¢inde 121 °C’ de, 20 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Fungisitlerin
stok cozeltileri uygulama dozlar1 esas alinarak, distile edilmis steril su ile
hazirlanmistir. Stok c¢ozeltiden seyreltmeler yapilarak, istenen dozlar elde
edilmistir. Bu ortamlar 45-50 °C’ ye kadar sogutulup, igerisine konsantrasyon 0
(kontrol), 1, 3, 5, 10, 30, 50 ve 100 pg/ml olacak sekilde, fungisitler mikropipet

yardimiyla ilave edilmistir. Fungisitlerin PDA besiyerinde homojen dagilmasi i¢in
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cam siseler manyetik calkalayict yardimiyla karistirilip, steril petrilere
dokilmustir.

Denemelerde 7 giinliik B. cinerea 2B2 kolonilerinin kenarindan alinan 5
mm ¢apindaki miselyal diskler, ters ¢evrilmis sekilde fungisit igeren PDA besiyerli
petrinin merkezine yerlestirilmigtir. Deneme 5 tekerriirli olarak kurulmustur.
Petriler 25 °C’de, 7 giin siireyle inkiibe edilip, ardindan miseliyal biiyiime ¢ap1 iki
dik dogrultuda olgiilerek ve baslangicta yerlestirilen 5 mm c¢apindaki miseliyal
diskin ¢ap1, son degerden c¢ikarilarak, biiylime miktar1 hesaplanmistir. Etkili
maddelerin patojene kars: etkililikleri, fungisit bulunmayan kontrol grubu ortama
kiyasla miseliyal gelisme ylizdesindeki azalma hesaplanarak belirlenmistir.
Fungisitlerin B. cinerea 2B2 izolatinin miselyal gelisimini inhibe etme etkisi,
fungal misellerin radyal olarak Sl¢timleri yapilip, inhibisyon oranlar yiizde (%)
olarak hesaplanarak tespit edilmistir (Delen vd. 1988; Kim J. vd., 2016). Deneme
tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur (Bora ve Karaca, 1970).

Ayrica asagidaki Abbott formiilii kullanilarak fungisitlerin etkinlikleri
belirlenmistir (Abbott, 1925);

% Etki : (Kontrol Ortalamas1 —Her bir tekerriiriin koloni ortalamasi) x100

Kontrol Ortalamasi

2.2.5 Fungisitlerin Botrytis cinerea 2B2 Izolatinin Spor Cimlenmesine

Etkileri

Duyarlilik diizeylerini saptamak amaciyla kontrol petrilerinden 2x10*
konidi/mI’lik spor silispansiyonlar1 hazirlanarak, yukarida belirtilen dozlarda
fungisit igeren ve icermeyen (kontrol) zayi1f PDA ortaminda isaretli 3 farkli noktaya
0.1 ml verilmis ve steril baget yardimiyla spor silispansiyonu agarli bolgeye
yayimustir. Petriler 12 saat boyunca 21 °C’ de karanlikta inkube edilip, mikroskop
altinda sporlarin ¢imlenme durumlari incelenmistir. Spor tiipli uzunlugunun
konidinin uzunlugunun en az %25’ kadar uzadig1 durumlar ¢imlenmis olarak
degerlendirilmistir. Her damla altindaki 100 konidiospor, Olympus BX41 (Tokyo,
Japonya) marka 151k mikroskobu ile incelenmistir. Cimlenme orani, ¢imlenmis

sporlarin toplam sporlara orani olarak hesaplanmuistir.
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2.2.6 Fenotiplerin Uygunluk (Fitness) Bilesenlerinin Analizi

Duyarliligin in vitro kosullarda stabilitesini degerlendirmek amaciyla Kim
ve Xiao (2011)’in ydntemi bazi uyarlamalarla kullanilmistir. Oncelikle PDA
besiyerindeki fungisit denemesinde elde edilen sonuglar dogrultusunda, B. cinerea
2B2 izolatinin her bir fungisite kars1 goOsterdigi miseliyal gelisimin kontrol
petrilerine oranla %50 oraninda engellendigi (ECso) doz veya bu degere yakin
gelisim sergileyen doz, ilgili fungisitin “fenotipi” olarak tanimlanmistir. Bu
kapsamda, denemelerde kontrol grubu ile birlikte toplam 6 fenotip (Kontrol + 5

fenotip) degerlendirmeye alinmistir.
2.2.7 Fenotiplerdeki Duyarhlik Diizeyinin Belirlenmesi

2.2.7.1 In vitro’da Fenotiplerin Fungisitlere Duyarhhgi

Her bir fenotipten 5 mm c¢apinda miseliyal diskler alinarak, ii¢ tekerriirlii
olarak fungisit icermeyen PDA besiyerine aktarilmistir. Kiiltiirler, her 6 giinde bir
aktif miseliyal disklerin fungisit igermeyen PDA ortamina nakledilmesiyle
yenilenmis; transfer edilen petriler karanlik kosullarda, 25 °C’de inkiibe edilerek
toplam on ardisik generasyon boyunca siirdiiriilmiistiir. Fenotipler 10. transferde
fungisit iceren PDA besiyerine aktarilmistir. Azoxystrobin, captan, cyprodinil,
tebuconazole ve thiophanate-methyl’e kars1 duyarlilik, ilk transfer dncesinde ve
onuncu transfer sonrasinda belirlenmistir. Bu amagla, 7 giinliikk kolonilerin
kenarlarindan steril bir mantar delici ile 5 mm ¢apinda miseliyal diskler alinmis ve
ters c¢evrilmis bicimde, farkli fungisit dozlarimi igceren PDA besiyerlerinin
merkezine yerlestirilmistir. Fungisit iceren besiyerleri, onceki “I/n Vitro’da B.
cinerea 2B2 Izolatinin Fungisitlere Duyarlilig” béliimiinde belirtildigi sekilde, 0,
1, 3,5, 10, 30, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Petriler 25
°C’de 7 giin siireyle inkiibe edilmis, ardindan her 5 tekerriir i¢in koloni ¢api iki dik
dogrultuda Olgiilmiistiir. Miseliyal biiylime inhibisyon ylizdeleri hesaplanarak
baslangic¢ degerleriyle karsilastirilmistir.

Her fungisitin fenotipine ait bes izolat ilizerinden asagidaki uygunluk

(fitness) bilesenleri degerlendirilmistir:
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2.2.7.1.1 Miseliyal Gelisme

In vitro kosullarda gergeklestirilen deneylerde, kontrol grubu ile birlikte bes
fenotip test edilmistir. Her fenotipin 5 mm c¢apindaki diskleri, 3 tekerriirlii olarak
ilgili fenotipin se¢ildigi dozu iceren PDA besiyerine aktarilmistir. Kiiltiirler
karanlik kosullarda 25 °C’de 4 giin siireyle inkiibe edilip, koloni caplar1 iki dik
dogrultuda Olgiilerek ortalama miseliyal gelisme hizi mm/ giin olarak

hesaplanmustir.

2.2.7.1.2 Spor Cimlenmesi

Her fenotipin konidiyal siispansiyonundan 50 pL’lik damlalar, ilgili fenotipin
secildigi dozu igeren %2’lik su agar1 besiyerine dort esit noktaya damlatilmistir.
Her damla lamel ile kapatilmis ve Petriler 21 °C’de 12 saat siireyle karanlikta
inkiibe edilmistir. Her damla altindaki 100 konidiospor, Olympus BX41 (Tokyo,
Japonya) marka 151k mikroskobu ile incelenmistir. Cimlenme orani, ¢imlenmis
sporlarin toplam sporlara orani olarak hesaplanmistir. Spor tlipli uzunlugunun
konidinin uzunlugunun en az %25’1 kadar uzadigr durumlar ¢imlenmis olarak

degerlendirilmistir.

2.2.8 Biyolojik Miicadele

Bu calismada B. cinerea’nin bazi biyolojik savas ajanlariyla kontrol
olanaklar1 aragtirilmistir. Etmene kars1 duyarli oldugu bilinen Kara findik cesidi
tizerinde bahge kosullarinda gergeklestirilen bu denemeler tesadiif bloklar1 deneme
desenine gore 10 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir (Bora ve Karaca, 1970).

AIBU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Mikoloji labaratuvarinda
gelistirilen baz1 Beauveria bassiana formiilasyonlar1 ve ticari olarak satig1 yapilan
biyolojik miicadele ajanlarindan; Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens,
Pythium oligandrum, ve Trichoderma harzianum’a denemelerde yer verilmistir.
Tablo 2.2°de denemede kullanilan biyolojik etmenlere ait bilgiler yer almaktadir.

Arazi kosullarinda denemeye alinan biyolojik miicadele ajanlarinin Tarim
ve Orman Bakanhig Bitki Koruma Uriinleri Veritabaninda 6nerilen uygulama
dozlar1 dikkate alinarak, siispansiyonlar1 hazirlanmis ve piiskiirtme seklinde tiim
cotanaklar1 kaplayacak sekilde uygulamasi yapilmistir. Bu silispansiyonlardan her
bir biyolojik savas ajan1 20 ml olacak sekilde 1 x 10¢ cfu/ml’lik hazirlanmistir.

Deneme 10 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Hazirlanan siispansiyon mekanik
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calkalayicida bir siire karigtirllmis ve sonrasinda tiim cotanaklar1 kaplayacak

bigimde, bir tekerriir bagina 2 ml piiskiirtiilerek uygulanmistur.

Sekil 2.10. Spor siispansiyonu uygulama asamast

Denemede laboratuvar stoklarindan elde edilerek kullanilan biyolojik
preparatlarin uygulama dozu, B. bassiana i¢in 1x10° spor/ml’dir. Biyolojik
miicadele ajanlarinin ¢otanaklara uygulanmasinin hemen ardindan, g¢otanaklar

polietilen torba ile kapatilmistir.
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Sekil 2.11. Polietilen torbalar ile kapatilma asamasi

Deneme 24.07.2024-07.08.2024 tarihlerinde kurulmustur. Giinliik ortalama
sicaklik 23,6 °C ve giinliik ortalama nispi nem %79,6 olarak dl¢iilmiistiir (Anonim,
2024).

Biyolojik miicadele ajanlarmin uygulanmasindan 2 giin sonra, 1x10°
spor/ml’lik B. cinerea 2B2 izolat1 spor siispansiyonundan her bir doz i¢in 20 ml
hazirlanarak, bir tekerriir basina 2 ml olacak sekilde ¢otanaklarin yiizeyini spor
siispansiyonu ile kaplamak suretiyle piiskiirtiilmiistiir (Soylu vd., 2010). Pozitif
kontrol olarak degerlendirilen ¢otanaklara sadece B. cinerea 2B2 izolatinin spor
siispansiyonu, negatif kontrol olarak belirlenen ¢otanaklara ise yalnizca steril su
piiskiirtiilmiistiir. Her bir biyolojik miicadele ajani i¢in ayr1 ayri1 negatif ve pozitif
kontrol grubu hazirlanmistir. Bu islem sonrasinda tiim ¢otanaklar polietilen torbalar
ile kapatilip, 48 saat bekletildikten sonra polietilen torbalar tekrar agilmistir. 14.
Glin itibariyle 0-3 skalasina gore deneme degerlendirilmistir (Sezer, 2012). Deneme
sonucunda Townsend-Heuberger formiilii yardimiyla yiizde hastalik oranlari

belirlenmistir (Townsend ve Heuberger 1943).
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2.2.9 Elde Edilen Verilerin istatistiksel Analizlerinin Degerlendirilmesi

Fungisitlerin farkli dozlarinin B. cinerea 2B2 izolatinin miselyal gelisimine
etkisini belirlemek amaciyla, izolata ait 5 mm ¢apindaki mantar disk, fungisit iceren
PDA besiyerindeki toplam koloni gelisim ¢apindan ¢ikarilip, fungisitin etkiledigi
miselyal gelisim sonuglart bu veriler baz almarak, kaydedilmistir. ilgili
calismalarda radyal oOlgiimler yapilarak elde edilen verilerden yola ¢ikilarak,
fungisitlerin farkli dozlarinin etki degerleri % olarak hesaplanmistir. Ayrica B.
cinerea’nin duyarlilik azalisinin kaliciliginin belirlenmesi amaciyla, izolata ait 5
mm capindaki mantar disk, fungisit iceren PDA besiyerindeki toplam koloni
gelisim ¢apindan ¢ikarilip, fungisitin etkiledigi miselyal gelisim sonuclar1 bu veriler
baz alinarak, kaydedilmistir. Ilgili calismalarda radyal 6l¢iimler yapilip, elde edilen
verilerden yola cikilarak, fungisitlerin farkli dozlarimin etki degerleri % olarak
hesaplanmistir. Elde edilen veriler, SAS istatistik programi kullanilarak, tek yonlii

ANOVA ile varyans analizine gore degerlendirilmistir (p<0,01).
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3. BULGULAR

3.1 Survey Calismalar1 ve Fungal Patojenlerin izolasyonlar

Yapilan survey calismalarinda toplamda 166 adet findik {iretim alani
incelenmis olup, bulasik her bahgeden birer adet olmak iizere, farkli cinslere ait
funguslarin da dahil oldugu toplamda 163 adet fungus izolasyonu yapilmistir. Bu

izolatlarin 72 tanesinin B. cinerea izolat1 oldugu tespit edilmistir.

Tablo 3.1 Survey yapilan bahge sayisi ve B. cinerea nin yayginlik orani

flge Survey yapilan Botrytis cinerea Yayginlik orant
bahge sayist izolat1 elde edilen (%)
(adet) bahge say1s1
(adet)

Akgakoca 65 32 49,23
Cumayeri 12 5 41,66
Cilimli 8 3 37,50
Golyaka 9 3 33,33
Giimiisova 11 3 27,27
Kaynash 9 3 33,33
Merkez 42 20 47,61

Yigilca 10 3 30
Diizce ili geneli 166 72 43,37

Yapilan izolasyon ¢alismalarinda Akg¢akoca’dan 32, Cumayeri’nden 5,
Cilimli’den 3, Golyaka’dan 3, Giimiisova’dan 3, Kaynagli’dan 3, Diizce
Merkez’den 20, ve Yigilca’dan 3 adet olmak tlizere, toplam 72 adet B. cinerea izolat1

elde edilmistir.

3.2 Botrytis cinera’nin ve Diger Funguslarin Klasik ve Molekiiler
Yontemlerle Teshis Calismalar:

3.2.1 izolatlarin Koloni Morfolojisi ve Spor Yapilarina gore
Konvansiyonel Teshisleri

Diizce ili ve ilgelerindeki yaniklik belirtileri gosteren c¢otanaklardan

izolasyon caligsmalarinda elde ettigimiz izolatlarin, PDA besiyerinde gelismeleri
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konvansiyonel tekniklere gore incelenmistir. 14 giinliik gelisimi ve 151k mikroskobu
altindaki goriintiisli incelenmis olan B. cinerea 2B2 izolatinin, morfolojik teshis
kriterleri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Koloni renkleri genellikle yesilimsi gridir,
havai misellidir ve misel gelisimi ilk baslarda grimsi beyaz renklidir. Koloniler
zamanla koyu krem renginden yesilimsi griye degisen tonlarda bir renklenme
gostermektedir. Urettikleri sklerotiler koyu renkli olup, oval veya elips sekilli
konidiler ortalama olarak 6.1-8.5x5.7-12.6 pum boyutlarinda, renksiz ve tek

hiicrelidir. Konidilerin, konidioforlarin {izerinde iiziim salkimi seklinde

karakteristik dizilimi gdzlemlenmistir (Abata vd. 2016; Morca vd. 2021).

Sekil 3.1. Botrytis cinerea 2B2 izolatinin PDA besiyerindeki iist ve alt

goruntusi

Sekil 3.2. Botrytis cinerea 2A2 izolatinin PDA besiyerindeki {ist ve alt gorlintiisii
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Sekil 3.3. Botrytis cinerea konidi ve konidioforlari’nin goriintiisii

Ayrica Botrytis cinera grubuna giren 72 adet izolata ek olarak
Neopestalotiopsis sp. E3, Diaporthe sp. Al, A2, D2, 2HS8, Diaporthe sp. BS5, G3,
Nigrospora sp. D8, Fusarium sp. AS, Fusarium sp. 2A4 patojen izolatlar1 da elde
edilmistir. Bununla birlikte biyolojik miicadele ajani olarak literatiirde yer alan
Epiccocum sp. D7 ve Trichoderma sp. 2G3 izolat1 ile epifitik olan Rosellinia sp. E8

izolatlar1 tespit edilmistir.

3.2.2 izolatlarin Molekiiler Yontemlerle Teshis Calismalar

Tiim izolatlar morfolojik yapilaria goére gruplandirildiktan sonra, her grubu
temsil eden bir izolat segilip, her bir izolat i¢cin PCR islemlerinin tamamlanmasinin
ardindan DNA sekans analizleri yapilmistir. Elde edilen veriler baz alinarak
izolatlar NCBI gen bankasindaki tiirler ile eslesmis ve %98-100 oraninda benzerlik
tespit edilmistir (Sun vd., 2022).
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Sekil 3.4. Bazi izolatlarin SCoT 13 primeri kullanilarak elde edilen jel

elektroforezindeki bant profil goriintiileri

700 bp

600 bp

Sekil 3.5. Botrytis cinerea 2B2 izolatinin DNA bant gorseli
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Tablo 3.2 Elde edilen izolatlarin BLAST analizi sonucunda farkli gen

bolgelerine gore NCBI GenBank benzerlik oranlari (%)

Gen bolgesi NCBI
GenBank
Fungal
Referans
izolat Morfolojik Benzerlik
Fungal izolat ITS tefl alinan
kodu Grup Orani (%) .

Erisim No.

2A2 1 + 100 PV654428

Co 2 + 99,30 ON076772

L 2B2 2 + 100 MF959763

Botryris cinerea
2C4 2 + 100 PV654428
Neopestalotiopsis
E3 1 + 100 OP785134
sp.

Al 1 + 99,61 OR244447
2H8 1 + 100 MV664034

o the sl A2 1 + 99.02 0Q472375
D2 1 + 100 MW664034

BS 2 + 100 PQ638938

Diaporthe sp. G3 2 + 99,16 MT613771
Nigrospora sp. D8 1 + 100 MG603653
Fusarium sp. A5 1 + 99,68 MW620130
2A4 2 + 100 MZ078866

Rosellinia sp. E8 1 + 100 MZ493068
Epicoccum sp. D7 1 + 100 PQ158869
Trichoderma sp. 2G3 1 + 100 MK613187

Morfolojik yapilarina gore gruplandirilan ve Botrytis cinerea grubuna dahil

edilen 72 adet izolatin konum bilgileri asagidaki gibidir;
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Tablo 3.3 Botrytis cinerea izolatlarinin elde edildigi surveylere ait konum bilgileri

Izolat fige Koy Semptom | Cesit Koordinatlar
Adi gosteren/
incelenen
ocak sayist
1 F9 Akgakoca Altuncay 4/10 Kara E:41.0114
B:31.2695
2 2H4 Akgakoca Beyoren 3/10 Sar1 E:41.0440
B:31.1456
3 2G4 Akgakoca Cigekpinar 2/10 Kara E:41.0480
B:31.1964
4 E2 Akgakoca Edilli 4/10 Tombul E:41.0698
B:31.0823
5 A6 Akgakoca Karatavuk 3/10 Delisava E:41.0043
B:31.0192
6 E6 Akgakoca Hasangavus 4/10 Sar1 E:41.0588
B:31.0020
7 E7 Akgakoca Kinik 4/10 Sar1 E:41.0548
B:31.1210
8 2G5 Akgakoca Kurukavak 2/ 10 Kara E:40.9547
B:31.0193
9 F3 Akgakoca Kogullu 3/10 Sar1 E:41.0334
B:31.0843
10 | 2B2 Akgakoca Kurugol 5/10 Kara E:41.0181
B:31.0897
11 | C9 Akgakoca Dongelli 5/10 Kara E:41.0738
B:31.1689
12 | D5 Akgakoca Deredibi 3/10 Kara E:41.0248
B:31.1780
13 | D3 Akgakoca Dilaver 2/ 10 Kara E:40.9663
B:30.9795
14 | B3 Akgakoca Esmahanim 2/10 Kara E:40.9948
B:30.9829
15 | B4 Akgakoca Davutaga 3/10 Sari E: 40.9599
B:30.9721
16 | A8 Akgakoca Ugurlu 3/10 Sar1 E:41.0191
B:30.9954
17 | D2 Akcakoca Pasalar 5/10 Tombul E:41.0606
B:31.0339

39




Tablo 3.3 Botrytis cinerea izolatlarinin elde edildigi surveylere ait konum bilgileri

(devam)
18 | D6 Akgakoca Kalkin 3/10 Kara E:41.0654
B:31.0536
19 | C8 Akgakoca Nazimbey 4/ 10 Sar1 E:41.0476
B:30.9912
20 | Cl Akgakoca Tahirli 5/10 Kara E:41.0659
B:31.0722
21 | Co6 Akgakoca Kogar 3/10 Sar1 E:41.0323
B:31.0961
22 | 2HS Akgakoca Kiipler 3/10 Sar1 E:40.9427
B:31.0291
23 | C2 Akgakoca Dadali 5/10 Sar1 E:41.0614
B:31.1937
24 | C3 Akgakoca Fakilli 5/10 Sar1 E:41.0588
B:31.1714
25 | B7 Akgakoca Cayagzi 5/10 Kara E:41.0903
B:31.2239
26 | B9 Akcakoca Goktepe 6/ 10 Sar1 E:41.0497
B:31.1067
27 | C6 Akgakoca Tepekoy 3 4/ 10 Delisava E:41.0281
B:31.2240
28 | C4 Akgakoca Akkaya 6/ 10 Sar1 E:41.0954
B:31.2641
29 | C5 Akgakoca Melenagzi 5/ 10 Sar1 E:41.0666
B:30.9668
30 | ES Akgakoca Sartyayla 3/10 Sar1 E:41.0192
B:31.0719
31 | F5 Akgakoca Subasi 6/ 10 Sar1 E:41.0080
B:31.2226
32 | A3 Akgakoca Yesilkdy 5/10 Kara E:41.0260
B:31.1303
33 | G9 Cumayeri Ordulukaradere 1/10 Kara E:40.9022
B:30.8743
34 | G8 Cumayeri Oren 4/ 10 Kara E:40.8751
B:30.9268
35 | G7 Cumayeri Yukar1 avlayan 5/10 Kara E:40.8963
B:30.9584
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Tablo 3.3 Botrytis cinerea izolatlarinin elde edildigi surveylere ait konum bilgileri

(devam)
36 | Go6 Cumayeri Biiyiikmelen 3/10 Kara E:40.9656
B:30.9386
37 | H1 Cumayeri Dokuz degirmen 4/ 10 Tombul E:40.9197
B:30.9407
38 | 2C9 Cilimli Kirkharman 3/10 kara E:40.9350
B:31.0039
39 | 2C3 Cilimli Kafyaylasi 4/ 10 Tombul E:40.9141
B:31.0802
40 | 2C2 Cilimli Karagortlen 2/ 10 Sivri E:40.9229
B:31.0254
41 | 2A8 Golyaka Yazlik 5/10 Kara E:40.7821
B:30.9773
42 | H6 Golyaka Saridere 5/10 Kara E:40.8238
B:30.9975
43 | H5 Golyaka Kemeryani 5/ 20 Kara E:40.8217
B:31.0185
44 | 2B1 Glimiisova Hacikadirler 3/10 Kara E:40.8555
B:31.0216
45 | F7 Gilimiisova Pazarcik 4/ 10 Kara E:40.8962
B:30.8443
46 | 2AS5 Gilimiisova Elmacik 5/ 10 Kara E:40.8277
B:30.9902
47 | 2E6 Kaynasl Cakirsayvan 1/10 Kara E:40.7096
B:31.2727
48 | 2E7 Kaynaslt Dipsizgol 1/10 Delisava E:40.7300
B:31.3636
49 | 2H9 Kaynaslt Tavak 5/10 Kara E:40.7398
B:31.3037
50 | 2G8 Merkez Asar 4/ 10 Kara E:40.8708
B:31.2829
51 | 2A2 Merkez Aydmpinar 5/10 Kara E:40.7569
B:31.1131
52 | 2C1 Merkez Beykdy 4/10 Cakildak E:40.7751
B:31.1712
53 | 2F7 Merkez Findikliaksu 5/10 Kara E:40.8467
B:31.3457
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Tablo 3.3 Botrytis cinerea izolatlarinin elde edildigi surveylere ait konum bilgileri

(devam)
54 | 2H2 Merkez Giivenkdy 4/10 Tombul E:40.7766
B:31.1929
55 | 2F6 Merkez Eskimengencik 5/10 Sar1 E:40.7798
B:31.2235
56 | 2C4 Merkez Golormant 3/10 Sar1 E:40.7598
B:31.0806
57 | 2BS Merkez Kabalak 2/10 Kara E:40.9464
B:31.1681
58 | 2C7 Merkez Kavakbicki 5/10 kara E:40.7515
B:31.1376
59 | 2E1 Merkez Yayakbas1 3/10 Sari E:40.8323
B:31.0199
60 | 2E3 Merkez Nasirlt 3/10 Kara E:40.9278
B:31.2300
61 | 2F1 Merkez Kemerkasim 2/10 Kara E:40.9109
B:31.1941
62 | 2F3 Merkez Duraklar 3/10 Kara E:40.7847
B:31.1286
63 | 2F8 Merkez Ozanlar 1/10 Sar1 E:40.8160
B:31.1075
64 | 2F9 Merkez Muncurlu 2/10 Kara E:40.8189
B:31.2588
65 | 3A1 Merkez Kaymake1 2/10 Sar1 E:40.8948
B:31.1065
66 | 2H3 Merkez Samandere 6/10 Kara E:40.6988
B:31.2691
67 | 2A3 Merkez Ugur koyi 4/10 Kara E:40.7387
B:31.1891
68 | 2B6 Merkez Yayla 3/10 Sar1 E:40.9476
B:31.1982
69 | 2B4 Merkez Eminagma 2/10 Kara E:40.9528
B:31.2392
70 | 2F4 Yigilca Ahmetgiler 4/20 Kara E:40.9994
B:31.4412
71 | 2D1 Yigilca Dibektas 12/30 Kara E:40.9848
B:31.3451
72 | 2D2 Yigilca Hocakdoy 8/30 Sar1 E:40.9911
B:31.5844
(Enlem / Boylam)
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Tablo 3.4 Surveylerde elde edilen diger izolatlatlarin konum bilgileri

Survey calismalarinin yiiriitiildiigii Diizce ili ve ilgelerinden toplanan

Sira [zolat Adi flge Koy Koordinatlar

1 Diaporthe sp. Al Akgakoca Beyoren 41.0444 /31.1521
2 Diaporthe sp.A2 Diizce Musababa 40.8416/31.2263
3 Diaporthe sp. D2 Diizce Altinpinar 40.8154/31.2194
4 Diaporthe sp. 2H8 Yigilca Igneler 41.0317/31.4731
5 Diaporthe sp. BS Kaynash Cakirsayvan 40.7315/31.2575
6 Diaporthe sp. G3 Giimiisova Adakdoy 40.8343 /31.2398
7 Fusarium sp. A5 Akgakoca Kiipler 40.9643 /30.9968
8 Neopestilatiopsis sp. E3 Golyaka Giizeldere 40.8154 /31.2194
9 Nigrospora sp. D8 Akgakoca Esmahanim 40.9643 /30.9968
10 Fusarium sp. 2A4 Cumayeri | Ordulu Karadere | 40.9208 /30.8754
(Enlem / Boylam)

orneklerden elde edilen B. cinerea izolatlarinin dagilimi asagidaki gibidir;

Giimiisova 7

Sekil 3.6. Survey alanlar1
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Akgakoca : 32 Adet

Cumayeri : 5 Adet
Cilimli : 3 Adet
Golyaka : 3 Adet
Giimiisova : 3 Adet
Kaynash : 3 Adet
Diizce Merkez : 20 Adet
Yigilca : 3 Adet

3.2.3 Botrytis cinera ile Patojenisite Denemeleri

Toplamda 72 adet olan Botrytis cinerea izolat koleksiyonumuzun koloni
morfolojisine gore temsilcilerinden B. cinerea grubuna dahil edilen ve igerisinde
molekiiler teshise gonderilen izolatlarin da bulundugu toplamda 35 adet izolat ile
On patojenisite denemeleri kurulup, diger patojenisite denemelerinde kullanilmak
lizere en agresif olan ve cotanaklarda B. cinerea semptomu gosteren izolatlar
belirlenmistir. Elde edilen izolatlarin patojenisite testleri 2023 iiretim sezonunda
tamamlanmistir. Bu izolatlarin igerisinden 7 adet izolat secilmistir. Bu izolatlar;
B. cinerea F5, B. cinerea 2E1, B. cinerea 2B1, B. cinerea 2C4, B. cinerea 2A2, B.

cinerea C6, B. cinerea 2B2’dir.
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3.2.3.1 Cotanakh Siirgiin Yontemi

Sekil 3.7. Cotanakl: siirgiin yontemi

Tablo 3.5 Cotanakli siirgiin yontemi spor siispansiyonu patojenisite sonuglari

[zolat ad1 % Hastalik Siddeti
Kontrol 0
2BI 44.4
F5 55,5
2E1 33,3
2C4 55,5
Co6 444
2A2 55,5
2B2 77,7
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Sekil 3.8. Cotanakli siirgiin yontemi spor siispansiyonu

Tablo 3.6 Cotanakli siirgiin yontemi, disk ile yapilan deneme sonuglari

Izolat adi % Hastalik Siddeti
Kontrol 0

2B1 55,5

F5 11,1

2E1 444

2C4 55,5

Co6 66,6
2A2 55,5

2B2 88.8
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3.2.3.2 Yaprak Yontemi

Tablo 3.7 Yaprak yontemi spor siispansiyonu patojenisite sonuglari

Izolat ad1 % Hastalik Siddeti
Kontrol 0
2Bl1 55,5
F5 77,7
2E1 66,6
2C4 55,5
C6 71,7
2A2 55,5
2B2 77,7

Tablo 3.8 Yaprak yontemi disk ile yapilan deneme sonuglari

[zolat ad1 % Hastalik Siddeti
Kontrol 0
2Bl 444
F5 33,3
2E1 33,3
2C4 444
C6 71,7
2A2 66,6
2B2 66,6
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Sekil 3.9. Botrytis cinerea 2B2 izolat1 yaprak yontemi

3.2.3.3 Ziiruf Yontemi

Tablo 3.9 Ziiriif yontemi spor siispansiyonu patojenisite sonuglari

Izolat ad
% Hastalik Siddeti
Kontrol 0

2B1 77,7

F5 77,7

2E1 66,6
2C4 77,7

C6 66,6
2A2 77,7
2B2 88,8
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Tablo 3.10 Ziiruf yontemi disk ile kurulan deneme sonuglari

Izolat ad1 % Hastalik Siddeti
Kontrol 0

2B1 71,7

F5 55,5

2E1 66,6
2C4 66,6

Cé6 88,8
2A2 77,7
2B2 88,8

Sekil 3.10. Botrytis cinerea 2B2 izolat:1 ziiruf yontemi
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3.2.4 Elde Edilen Diger izolatlar ile Patojenisite Denemeleri
3.2.4.1. Cotanakh Siirgiin Yontemi

Tablo 3.11 Cotanakl: siirglin yontemi, disk ile yapilan deneme sonuglari

Izolat ad1 % Hastalik Siddeti
Kontrol 0
Diaporthe sp. Al 55
Diaporthe sp. A2 44
Diaporthe sp. D2 55
Diaporthe sp. 2HS8 44
Diaporthe sp. BS 77
Diaporthe sp. G3 77
Fusarium sp. AS 88
Fusarium sp. 2A4 55
Neopestilatiopsis sp. E3 66
Nigrospora sp. D8 88

Sekil 3.11 Kontrol grubu
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Sekil 3.12. Diaporthe sp. Al izolati cotanak yontemi patojenisite denemesi

Sekil 3.13. Diaporthe sp. D2 izolat1 cotanak yontemi patojenisite denemesi
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Sekil 3.14. Fusarium sp. A5 izolat1 ¢otanak yontemi patojenisite denemesi

Sekil 3.16. Fusarium sp. 2A4 izolat1 ¢otanak yontemi patojenisite denemesi
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Sekil 3.17. Neopestilatiopsis sp. E3 izolat1 ¢otanak yontemi patojenisite denemesi

Sekil 3.18. Nigrospora sp. D8 izolat1 ¢otanak yontemi patojenisite denemesi
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3.2.4.2 Yaprak Yontemi

Tablo 3.12 Yaprak yontemi patojenisite sonuglari

Izolat ad1 % Hastalik Siddeti
Kontrol 0
Diaporthe sp. Al 44
Diaporthe sp. A2 44
Diaporthe sp. D2 44
Diaporthe sp. 2H8 66
Diaporthe sp. BS 44
Diaporthe sp. G3 77
Fusarium sp. AS 66
Neopestilatiopsis sp. E3 44
Nigrospora sp. D8 55
Fusarium sp. 2A4 66

Sekil 3.19.Yaprak yontemi kontrol grubu
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Sekil 3.21. Fusarium sp. A5 izolat1 yaprak yontemi patojenisite denemesi

3.2.4.3 Cesit Reaksiyon Denemeleri

Sekil 3.22. Cesit reaksiyon denemeleri

55



Tablo 3.13 Cesit reaksiyon denemesi disk yontemi (% Hastalik Siddeti)

Izolat ad1 Giresun yaglist Kara findik Sar1 findik
Kontrol 0 0 0

2B2 77,7 100 88,8
2A2 66,6 88,8 44,4

F5 55,5 333 33,3
2E1 55,5 333 0,0
2C4 333 55,5 33,3
C6 66,6 88,8 66,6
2Bl 55,5 66,6 66,6

3.3 Botrytis cinerea 2B2 izolatimn Fungisitlere In vitro Duyarhhig

3.3.1 Fungisitlerin Botrytis cinerea’nin Miseliyal Gelisimine Etkisi

Fungisitlerin Botrytis cinerea’nin miseliyal gelisimine etkilerinin test edildigi
denemede 7 giinliik zaman dilimi sonucunda deneme degerlendirilerek, her bir ilag
icin 5 tekerriir olacak sekilde koloni gelisim caplar1 kaydedilmistir. Fungisit etkili
maddelere ait koloni gelisim ¢ap ortalamalar1 ve % etki degerleri asagida

verilmistir.

Tablo 3.14 Azoxystrobin etkili maddesinin farkli dozlarinda Botrytis cinerea 2B2

izolatinin miseliyal gelisimi ve engelleme orani

Doz (ng/ml) Koloni ¢ap1 (cm) % Etki

Kontrol 7,94 % 0,00

1 7,842 1,25

3 6,80° 14,35

5 6,56° 17,38

10 5,98 b 24,68

30 5,16 35,01

50 5,14 35,26

100 4,689 41,05

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)
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Azoxystrobin etkili maddesi, kontrol petrisi ile kiyaslandiginda 3 pg/ml, 5
png/ml ve 10 pg/ml, 30 pg/ml ve 50 pg/ml’lik artan dozlarda miseliyal gelisimini
engelleme oran1 % 14,35 — 35,26 oranlarinda gercekleserek, etkinlik oran1 kademeli
olarak artmistir. Azoxystrobin 100 pg/ml’lik dozda ise kontrol petrisine oranla %

41,05 oraninda B. cinerea izolatinin miseliyal gelisimini engellemistir.

Tablo 3.15 Captan etkili maddesinin farkli dozlarinda Botrytis cinerea 2B2

izolatinin miseliyal gelisimi ve engelleme orani

Doz (ng/ml) Koloni ¢ap1 (cm) % Etki

Kontrol 7,94 % 0,00

1 7,70 @ 3,02

3 7,50 b 5,54

5 7,44 6,29

10 7,34 ¢ 7,55

30 2,284 71,28

50 1,80° 77,32

100 0,96 87,90

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

Captan etkili maddesi Botrytis cinerea izolatinin miseliyal gelisimini 1
pg/ml, 3 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml’lik artan dozlarda, % 3,02-7,55 oraninda
engellemistir. 30 pg/ml dozdan sonra ise fungisidal etkinlik % 71,28 oraninda
Ol¢giilerek, belirgin derecede artis gdstermistir. Miseliyal gelisim, 50 pg/ml’lik
dozda % 77,32 oraninda ve 100 ng/ml dozda % 87,90 oraninda engellenerek,
yuksek diizeyde etkinlik saptanmistir.
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Tablo 3.16 Cyprodinil etkili maddesinin farkli dozlarinda Botrytis cinerea 2B2

izolatinin miseliyal gelisimi ve engelleme orani

Doz (ng/ml) Koloni ¢ap1 (cm) % Etki
Kontrol 7,94 % 0,00
1 0,88° 88,91
3 0,76 90,42
5 0,66 91,68
10 0,56% 92,94
30 0,40°f 94,96
50 0,26 96,72
100 0,182 97,73

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

Cyprodinil etkili maddesinin B. cinerea izolatinin miseliyal gelisimine 1
ng/ml’lik dozda etkisi % 88,91 olarak kaydedilmistir. Fungisidal etkinlik 3 pg/ml,
5 png/ml ve 10 pg/ml, 30 pg/ml ve 50 pg/ml’lik artan dozlarda kademeli olarak
artmigtir. 100 pg/ml’lik dozda ise kontrol petrisine oranla %97,73 oraninda
engelleme saglanarak, Cyprodinil etkili maddesinin B. cinerea izolatina yiiksek

diizeyde etkili oldugu kaydedilmistir.

Tablo 3.17 Tebuconazole etkili maddesinin farkli dozlarinda Botrytis cinerea 2B2

izolatinin miseliyal gelisimi ve engelleme orani

Doz (ng/ml) Koloni ¢ap1 (cm) % Etki

Kontrol 7,94 % 0,00

1 2,12° 73,30

3 1,10°¢ 86,14

5 0,88°¢ 88,91

10 0,429 94,71
30 0,00°¢ 100
50 0,00° 100

100 0,00° 100

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)
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Tebuconazole etkili maddesi, Botrytis cinerea izolatimin miseliyal
gelisimini 1 pg/ml dozda %73,30 oraninda engellemistir. 3 pg/ml ve 5 pg/ml dozda
engelleme oranlar sirasiyla %86,14 ve %88,91 olarak oOl¢iilmiistiir ve bu dozlar
arasinda etkinlik farki saptanmamistir. 10 pg/ml dozda fungisidal etkinlik %94,71°e
yiikselmistir. 30 pg/ml dozdan sonra miseliyal gelisimi tamamen engellenerek; 30
png/ml dozdan sonra fungisidal etkinlik %100 oraninda kaydedilmis olup, Botrytis

cinerea izolatinin miseliyal gelisimi tamamen engellenmistir.

Tablo 3.18 Thiophanate-methyl etkili maddesinin farkli dozlarinda Botrytis

cinerea 2B2 izolatinin miseliyal gelisimi ve engelleme orani

Doz (ng/ml) Koloni ¢cap1 (cm) % Etki

Kontrol 7,942 0,00
1 0,32° 95,96

3 0,16° 97,98

5 0,00° 100

10 0,00° 100

30 0,00°¢ 100

50 0,00° 100

100 0,00° 100

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

Thiophanate-methyl etkili maddesinin B. cinerea izolatinin miseliyal
gelisimine etkisi incelendiginde, fungisidal etkinlik 1 pg/ml’lik dozda % 95,96 ve
3ug/ml’lik dozda % 97,98 oranlarinda kaydedilmistir. 5 pg/ml’lik dozdan itibaren
tim dozlarda engelleme orant % 100 olarak gercekleserek, miseliyal gelisim

tamamen engellenmistir.
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Tablo 3.19 Fungisit etkili maddelerine ait dozlarin Botrytis cinerea 2B2 izolatinin

koloni gelisimi lizerine etkilerinin kiyaslanmasi (cm)

Doz(pg/ml) Etkili maddelere gore koloni ¢ap1 (cm)
Azoxystrobin Captan Cyprodinil | Tebuconazole | Thiophanate-
methyl
0(Kontrol) 7,947 7,94° 7,947 7,947 7,94°
1 7,84° 7,70 0,88° 2,12° 0,32°
3 6,80° 7,50 be 0,76% 1,10°¢ 0,16
5 6,56° 7,44 0,66 0,88°¢ 0,00¢
10 5,98 b 7,34°¢ 0,56¢% 0,424 0,00¢
30 5,16 2,284 0,40¢f 0,00°¢ 0,00¢
50 5,14 1,80°¢ 0,26 0,00°¢ 0,00¢
100 4,684 0,96 f 0,18¢ 0,00°¢ 0,00°¢

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

Kontrol

30 ppm

Sekil 3.23. Azoxystrobin’in Botrytis cinerea 2B2 izolatinin miseliyal gelisimine

etkisi
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Sekil 3.24. Captan’in Botrytis cinerea 2B2 izolatinin miseliyal gelisimine etkisi
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Kontrol

Sekil 3.25. Cyprodinil’in Botrytis cinerea 2B2 izolatinin miseliyal gelisimine

etkisi
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Sekil 3.26. Tebuconazol’lin Botrytis cinerea 2B2 izolatinin miseliyal gelisimine

etkisi
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} Thiophanate methyl

Sekil 3.27. Thiophanate methyl’in Botrytis cinerea 2B2 izolatinin miseliyal

gelisimine etkisi
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3.3.2 Botrytis cinerea’min Fungisitlere Duyarhlik Diizeyleri

Tablo 3.20 Miseliyal gelisimin %50 oraninda engellendigi (ECso) doz ve bu

degere gore segilen fenotipler

Fenotip Miseliyal gelisimi %50 engelledigi
doz (ng/ml)
Azoxystrobin fenotipi 100
Captan fenotipi 30
Cyprodinil fenotipi 1
Tebuconazole fenotipi 1
Thiophanate-methyl fenotipi 1

3.3.3 Fungisitlerin Spor cimlenmesine Etkileri

Mikroskop altinda sporlarin ¢imlenme durumlar1 asagidaki tabloda verilmistir;

Tablo 3.21 Fungisitlerin farkli dozlarinin B. cinerea 2B2 izolatinin spor

¢imlenmesi lizerine etkileri

Doz Fungisitler
(ng/ml) | Azoxystrobin | Captan | Cyprodinil | Tebuconazole | Thiophanate-

methyl

0 100 100 100 100 * 100 *
1 95,2 93,2° 72,4° 67,4° 65,6"
3 93,4 b 92,0 69,0 64,8 ° 62,0°
5 91,4° 90,2 ¢ 66,2°¢ 60,6° 56,6°¢
10 89,6° 88,0° 60,49 55,24 52,04
30 71,6°¢ 70,6 ¢ 55,4°¢ 49,6° 47,6°
50 65,09 59,8°¢ 43,6° 40,2° 38,0f

100 42,0¢ 40,2 °F 29,0¢ 13,4¢ 2,68

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

Yukaridaki tabloda ¢imlenen spor sayilar1 incelendiginde Tebuconazole,
Cyprodinil ve Thiophanate-methyl etkili maddeleri 30 pg/ml dozda spor
cimlenmesini yaklasik olarak %350 oraninda, Captan ve Azoxystrobin etkili

maddeleri ise, 100 ug/ml dozda yaklasik olarak %60 oraninda engellemistir. Sonug
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olarak tiim fungisitlerin artan dozlarinda, spor ¢imlenmesinde kademeli olarak
belirgin bir diisiis gozlemlenmistir. Tebuconazole ve Thiophanate-methyl’in 100
ng/ml dozlar1 spor ¢imlenmesinin engellenmesinde en etkili sonuglar1 vermistir.
3.3.4 Fenotiplerdeki Duyarhhlik Diizeyinin Belirlenmesi
3.3.4.1 Fenotiplerin in vitro Kosullarda Miseliyal Gelisimi ve Spor

Verimi

Tablo 3.22 Fenotiplerde miseliyal biiylime hizi ve spor ¢imlenme degerleri

Fungisitler Misel biiyiime Spor ¢imlenme
hi1zi(mm/giin) orani(%)

Kontrol 11,32 100
Azoxystrobin fenotipi 7,34 51°¢
Captan fenotipi 9,1° 81°¢

Cyprodinil fenotipi 8,7%¢ 90,6°
Tebuconazole fenotipi 8,3¢ 694

Thiophanate-methyl 6,5¢ 80,3°¢

fenotipi

Bu aragtirmada denemeler 3 tekerriirlii olarak yiriitiilmiistiir. Buna gore
fenotiplerde spor ¢imlenme oranlar1 cyprodinil i¢in %90,6, captan i¢in %8I,
thiophanate-methyl icin % 80,3, tebuconazole i¢in %69 ve azoxystrobin icin ise
%351 olarak kaydedilmistir.

Miseliyal biiytime hizlar1 ise mm/giin olarak incelenmistir. Buna gore
kontrol grubu (fungisit icermeyen) petrilerinden, yine fungisit igermeyen petrilere
aktarilan izolatlarin gilinliik bliylime hizi 11 mm olarak o6lg¢iilmiistiir. Captan
fenotipinden, fungisit igermeyen PDA’ya aktarilan izolatin biliylime hiz1 9,1
mm/glindiir. Biiylime hiz1 cyprodinil fenotipi i¢in 8,7 mm/giin, tebuconazole
fenotipi icin 8,3, azoxystrobin fenotipi i¢in 7,3 mm/giin, thiophanate-methyl
fenotipi i¢in 6,5 mm/giin olarak saptanmistir. Miseliyal biiyiime hizlarinin azaldig1

tespit edilmistir.
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3.3.4.2 Fungisitlerin Fenotiplerdeki Duyarhlik Diizeyine Etkisi

Tablo 3.23 Azoxystrobin etkili maddesinin farkli dozlarinda azoxystrobin

fenotipinin misel gelisimi ve engelleme orani

Doz (ng/ml) Koloni ¢ap1 (cm) % Etki
Kontrol 7,94 % 0,00

1 7,20° 9,31

3 7,14° 10,07
5 6,80°¢ 14,35
10 6,78°¢ 14,60
30 6,76°¢ 14,86
50 6,74°¢ 15,11
100 6,64 ¢ 16,37

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

Azoxystrobin etkili maddesinin azoxystrobin fenotipi izolatinin koloni
gelisimine etkisi incelendiginde, 1 pg/ml’lik dozda %9,31, 3 pg/ml’lik dozda %
10,07 olarak kaydedilmistir. 5 pg/ml’lik dozda etkinlik % 14,35 olarak
kaydedilmistir ve doz artislar1 arasinda etkinlik fark: saptanmamistir. 100 pg/ml’lik
dozda ise patojenin misel gelisimi {lizerinde sadece %16,37 oraninda engelleme

etkisi gosterdiginden, Botrytis cinerea’ya kars1 etkisiz bulunmustur.

Tablo 3.24 Captan etkili maddesinin farkli dozlarinda captan fenotipinin misel

gelisimi ve engelleme orani

Doz (ng/ml) Koloni ¢cap1 (cm) % Etki
Kontrol 7,94 % 0,00
1 7,72 @ 2,77
3 7,62° 4,03
5 7,58 4,53
10 7,52° 528
30 4,72°¢ 40,55
50 3,804 52,14
100 2,98°¢ 62,46

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)
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Captan etkili maddesinin captan fenotipi

izolatina karst etkinligi

incelendiginde, etkinlik oran1 1 pg/ml’lik dozda % 2,77, 3 pg/ml’lik dozda % 4,03,
5 ng/ml’lik dozda % 4,53 ve 10 pg/ml*lik dozda % 5,28 olarak kaydedilmistir. 30
png/ml’lik dozda fungisidal etkinlik belirgin sekilde artarak, %40,55 olarak tespit

edilmistir. Misel gelisimi engelleme oran1 50 pg/ml’lik dozda % 52,14 ve 100
ng/ml’lik dozda % 62,46 olarak kaydedilmistir.

Tablo 3.25 Cyprodinil etkili maddesinin farkli dozlarinda cyprodinil fenotipinin

misel gelisimi ve engelleme orani

Doz (ng/ml) Koloni ¢cap1 (cm) % Etki
Kontrol 7,942 0,00
1 5,20° 34,50
3 4,50°¢ 43,32
5 2,744 65,49
10 2,62% 67,00
30 2,08°¢ 73,80
50 1,481 81,36
100 0,52 93,45

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

Cyprodinil etkili maddesinin cyprodinil fenotipi izolatina karst etkinligi

incelendiginde, etkinlik oran1 1 pg/ml’lik dozda %34,50, 3 pg/ml’lik dozda %

43,32 olarak kaydedilmistir. 5 pg/ml’lik dozda belirgin bir artis gostererek etkinlik

orani % 65,49’a ylikselmistir. 5 pg/ml ve 10 pg/ml’lik dozlar1 arasinda etkinlik farki

saptanmamustir. Patojenin misel gelisimini engelleme etkisi 30 pg/ml’lik dozdan

sonra da kademeli olarak artig gdstererek, 100 ng/ml’lik dozda ise %93,45 oraninda

yiiksek etki saglanmistir.

68



Tablo 3.26 Tebuconazole etkili maddesinin farkli dozlarinda tebuconazole

fenotipi izolatinin misel gelisimi ve engelleme orani

Doz (ng/ml) Koloni ¢ap1 (cm) % Etki

Kontrol 7,94 % 0,00

1 5,48° 30,98

3 3,16° 60,20

5 1,444 81,86
10 0° 100
30 0° 100
50 0° 100
100 0° 100

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

Tebuconazole etkili maddesinin tebuconazole fenotipi izolatinin misel

gelisimini engelleme etkisi, 1 pg/ml’lik dozda % 30,98, 3 pg/ml’lik dozda % 60,20

ve 5 pg/ml’lik dozda %81,86 olarak gergekleserek, kademeli olarak artis

gostermistir ve belirtilen dozlar arasinda etkinlik farki saptanmigtir. 10 pg/ml’lik

dozdan itibaren, %100 olarak keydedilmis olup, yiiksek etkinlik gdstererek misel

gelisiminin tamamini engellemistir.

Tablo 3.27 Thiophanate-methyl etkili maddesinin farkli dozlarinda thiophanate

methyl fenotipinin misel gelisimi ve engelleme orani

Doz (ng/ml) Koloni ¢ap1 (cm) % Etki

Kontrol 7,94 % 0,00

1 1,42° 82,11

3 0,86°¢ 89,16

5 0,50¢ 93,70

10 0,24 4 96,97

30 0,14¢ 98,23

50 0,10°¢ 98,74
100 0,00°¢ 100

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

69



Thiophanate-methyl  etkili maddesinin  thiophanate-methylfenotipi
izolatinin koloni gelisimine etkisi incelendiginde, 1 pg/ pg/ml’lik %82,11, 3
png/ml’lik dozda % 89,16 olarak kaydedilmistir. 5 pg/ml’lik dozda etkinlik % 93,70
ve 10 pg/ml’lik dozda 96,97 olarak kaydedilmistir ve bu iki doz artis1 arasinda
etkinlik farki saptanmamistir. 30 pg/ml ve 50 pg/ml dozlarda etkinlik kademeli
olarak artis gostermis olup, 100 pg/ml’lik dozda misel gelisimi tamamen

engellenmistir.

Sekil 3.28. Azoxystrobin fenotipinin miseliyal gelisime etkisi
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Sekil 3.29. Captan fenotipinin miseliyal gelisime etkisi
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Kontrol

Sekil 3.30. Cyprodinil fenotipinin miseliyal gelisimine etkisi
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Kontrol

i Tebuconazole

Sekil 3.31. Tebuconazole fenotipinin miseliyal gelisimine etkisi
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Kontrol

30 ppm

Thiophanate
methyl

Sekil 3.32. Thiophanate methyl fenotipinin miseliyal gelisimine etkisi
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3.3.4.3 Spor Cimlenme Degerlerinin Karsilastirilmasi

Tablo 3.28 Fungisitlerin farkli dozlarinin B. cinerea 2B2 izolatinin spor

¢imlenmesi lizerine etkileri

Doz Fungisitler
(ng/ml) | Tebuconazole | Captan | Cyprodinil | Azoxystrobin | Thiophanate-

methyl

0 100 ® 100 ® 100® 1002 100 ®
1 67,4° 93,2° 72,4° 95,2 @ 65,6°

3 64,8° 92,0 69,0 93,4 62,0°
5 60,6° 90,2 b 66,2° 91,4"° 56,6°
10 5524 88,0° 60,4 4 89,6° 52,09
30 49,6 °¢ 70,6 ¢ 55,4¢ 71,6¢ 47,6°¢
50 40,2f 59,8°¢ 43,6° 65,09 38,0f

100 13,4¢ 40,2 ° 29,0¢ 42,0¢ 2,68

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

Tablo 3.29 Fenotiplerde miseliyal biiylime hiz1 ve spor ¢cimlenme degerleri

Fungisitler Misel biiylime Spor ¢imlenme
hizi(mm/giin) orani(%)

Kontrol 11,3 100
Tebuconazole 8,3 69
Captan 9,1 81

Cyprodinil 8,7 90,6
Azoxystrobin 7,3 51

Thiophanate-methyl 6,5 80,3
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3.3.4.4 Miseliyal Gelisim Denemelerinin Karsilastirilmasi

Tablo 3.30 Fungisitlerin Botrytis cinerea 2B2 izolatinin koloni gelisimi {izerine

etkilerinin kiyaslanmasi (cm)

Doz(pg/ml) Etkili maddelere gore koloni ¢api(cm)
Tebuconazole Captan Cyprodinil | Azoxystrobin | Thiophanate-
methyl
0(Kontrol) 7,94 ¢ 7,94° 7,94 ¢ 7,94 ¢ 7,94 ¢
1 2,12° 7,70 @ 0,38° 7,84 0,32°
3 1,10°¢ 7,50 b 0,76% 6,80° 0,16°
5 0,88¢ 7,44 b 0,66 6,56° 0,00¢
10 0,424 7,34 ¢ 0,56% 5,98 b 0,00¢
30 0,00°¢ 2,284 0,40¢f 5,16%4 0,00¢
50 0,00°¢ 1,80°¢ 0,26 5,14 0,00¢
100 0,00°¢ 0,96 f 0,18¢ 4,684 0,00¢

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)

Tablo 3.31 Farkli fungisit etkili maddelerine ait dozlarin fenotiplerdeki koloni

gelisimi iizerine etkilerinin kiyaslanmasi (cm)

Doz(pg/ml) Etkili maddelere gére koloni capi(cm)
Tebuconazole | Captan Cyprodinil | Azoxystrobin | Thiophanate-
fenotipi fenotipi fenotipi fenotipi methyl
fenotipi
0(Kontrol) 7,942 7,942 7,942 7,942 7,942
1 5,48° 7,72 % 5,20° 7,20° 1,42°
3 3,16° 7,62° 4,50¢ 7,14 0,86°
5 1,444 7,58° 2,744 6,80° 0,50¢
10 0° 7,520 2,624 6,78 ¢ 0,24 4
30 0° 4,72°¢ 2,08°¢ 6,76° 0,14¢
50 0° 3,809 1,48° 6,74¢ 0,10¢
100 0° 2,98¢ 0,52¢ 6,64°¢ 0,00°

*Satirda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur.( p<0,01)
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3.3.4.5 Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele denemesinde Botrytis cinerea'y1 tamamen engelleyerek,
en etkili bulunan biyolojik preparat Trichoderma harzianum ritai KRL AG-2
olmustur. Pythium oligandrum ise %38,33 hastalik oraniyla B. cinera'ya karsi en
etkili bulunan ikinci biyolojik preparat olmustur. Beauveria bassiana Sc3 %41, B.
bassiana Scl %50, B. subtilis %58,33, B. bassiana Sc2 %66,66 ve Pseudomonas
flourescens %83,33 hastalik oraniyla B. cinerea'ya kars1 diisiik etki gdstermistir.
Asagidaki tabloda, uygulanan biyolojik miicadele ajanlari ve hastalik siddeti

degerleri verilmistir.

Tablo 3.32 Biyolojik miicadele ajanlar1 ve dozlara gore ortalama % hastalik siddeti

Ortalama %
Biyolojik miicadele ajani Uygulama Dozu
Hastahk Siddeti
Negatif Kontrol 20 ml saf su 0
- 1 x 10° cfu/mL, 20
Pozitif Kontrol ( Botrytis cinerea 2B2) | 100,00
m
1 x 10° cfu/mL, 20
Bacillus subtilis GB03 58,33
ml
1 x 10° cfu/mL, 20
Pseudomonas fluorescens | 83,33
m
1 x 10° cfu/ml, 20
Trichoderma harzianum Rifai KRL AG-2 | 0,00
m
1 x 10°¢ cfu/ml, 20
8,33
Pythium oligandrum ml
Beauveria bassiana 1 x 10° cfu/ml, 20
50,00
SC-1 ml
Beauveria bassiana 1 x 10° cfu/ml, 20
66,66
SC-2 ml
Beauveria bassiana 1 x 10° cfu/ml, 20
41,66
SC-3 ml




Sekil 3.33. Negatif Kontrol Grubu

Sekil 3.34. Pozitif Kontrol Grubu

Sekil 3.35. Bacillus subtilis GB03
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Sekil 3.36. Pseudomonas fluorescens

Sekil 3.37. Trichoderma harzianum Rifai KRL AG-2

Sekil 3.38. Pythium oligandrum strain M1
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Sekil 3.39. Beauveria bassiana SC-1

Sekil 3.40. Beauveria bassiana SC-2

Sekil 3.41. Beauveria bassiana SC-3
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4. TARTISMA

Tiirkiye, diinya findik {iretimi ve ihracatinda uzun yillardir lider konumda
olup kiiresel arzin biiyiik boliimiinii karsilamakta, bu yoniiyle hem ulusal tarim
ekonomisi hem de dis ticaret agisindan stratejik bir {irlin profili sergilemektedir.
Karadeniz Bolgesi, gerek ekolojik uygunluk gerekse iiretim yogunlugu bakimindan
temel iiretim merkezini olusturmaktadir. Bu bolge icerisinde Diizce ili, 6zellikle
verimli toprak yapisi, ¢esit adaptasyonu ve iiretici yogunlugu ile findik sektoriinde
onemli bir paya sahiptir. Findik iiretimi yalnizca ihracat gelirleriyle degil, ayni
zamanda bolgesel kalkinma, kirsal istihdam ve tarimsal siirdiiriilebilirlik agisindan
da kritik bir rol oynamaktadir. Buna ek olarak findigin islenmesi, depolanmasi,
katma degerli iirlinlere dontistiiriilmesi ve tedarik zinciri faaliyetleri, hem yerel
ekonominin hem de ulusal tarim politikalarinin temel bilesenleri arasinda yer
almaktadir.

Findigin bolgesel ve ulusal 6lgekte sahip oldugu bu ekonomik ve stratejik
deger, liretim agamasinda karsilasilan biyotik stres faktorlerinin yonetimini daha da
kritik hale getirmektedir. Bu baglamda B. cinerea, ¢otanak, yaprak ve siirgiinlerde
olusturdugu zararlar nedeniyle verim ve kalite kayiplarina yol agarak, iiretim
siirdiiriilebilirligi icin risk olusturmaktadir. Bu arastirmada, Diizce ili ve
ilgelerindeki findik iiretim alanlarindaki hastalikli ¢otanak orneklerinden izole
edilen B. cinerea izolatlarinin patojenisiteleri belirlenerek, en yiiksek agresiflige
sahip olan 2B2 izolati secilerek c¢esitli fungisitlerin in vitro etkinlikleri
degerlendirilmistir. Ayrica segilen izolatin duyarlilik diizeyinin siirekliligi, spor
cimlenme yetenegi ve farkli biyolojik miicadele etmenlerine karsi tepkisi
incelenmistir.

Diizce ilinde incelenen 166 bahgede gerceklestirilen survey calismalarinda
elde etigimiz verilere gore B. cinerea’nin yayginlik oran1 %43,37 oldugu tespit
edilmistir. Yirit ve arkadaglarinin 1988-1990 yillarinda Akcakoca ve Diizce’de
yaptiklar1 ¢calismada B. cinerea, Monilia fructigena ve M. coryli’nin neden oldugu
cotanak yanikliklarinin oraninin Akgakoca’da %2,7 ve Diizce’de %17 oraninda
tespit etmislerdir (Y{iriit vd.,1994). Bu veriler Bat1 Karadeniz Bolgesi’nde yer alan
Diizce’de iklim faktorlerinin degismesine bagli olarak findik bahgelerinde hastalik
etmenlerinin yillar igerisinde artis gosterdigini ortaya koymustur. Benzer sekilde

Sezer (2012) Ordu, Giresun ve Trabzon illerinde findik bahgelerinin %18,15’inin
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Botrytis cinerea, Alternaria sp., Colletotrichum sp. ve Fusarium sp. gibi gesitli
cotanak hastaliklariyla bulasik oldugunu bildirmistir.

Cesit reaksiyon denemelerinde bolgede en yaygin yetistiriciligi yapilan
cesitler Kara findik, Sar1 findik ve Giresun yaghst ¢esitleri denemelerde
kullanilmak tizere secilmistir. 2B2 izolatinin ¢esit reaksiyon denemelerinde Kara
findik ¢esidinde hastalandirma oran1 %100 olarak tespit edilmistir. Bunu %88 ile
Sar1 findik ¢esidi ve %77,7 ile Giresun yaglisi ¢esidi takip etmistir. Sezer (2012)
yaptig1 ¢calismada bolgede yaygin olarak yetistirilen ¢esitlerle gergeklestirdigi ¢esit
reaksiyon denemesinde tiim ¢esitlerin B. cinera’ya hassas oldugunu ve en yiiksek
hastalik oraninin Sivri findik cesidinde %94,44 oldugunu kaydetmistir (Sezer,
2012). Bu sonuglar ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Bu calismada degerlendirilen fungisitlerden tebuconazole, cyprodinil ve
thiophanate-methyl, B. cinerea 2B2 izolatina kars1 en yliksek etkiyi gostermistir.
Tebuconazole diisiik uygulama diizeylerinde dahi belirgin gelisim baskilamasiyla
dikkat ¢ekmis olup, elde edilen sonuglar literatiirde bildirilen yiiksek etkinlik
diizeyleriyle uyumludur (Delen vd., 1988; Kim vd., 2016). Cyprodinil, miselyal
gelisimi ve spor ¢imlenmesini diisiik dozlarda da sinirlayarak Elad ve Freeman
(2002) ile Leroux vd. (2002)’nin bulgulariyla benzer sonuglar ortaya koymustur.
Thiophanate-methyl ise in vitro kosullarda en yiiksek inhibisyon oranlarimi
saglamis ve literatiirde rapor edilen ¢aligmalarla paralellik gdstermistir (Leroux,
2007; Shao vd., 2020). Bununla birlikte, benzimidazol grubu fungisitlerin uzun siire
ayni sekilde ve tekrarlayan uygulamalarla kullanilmasi durumunda bazi patojen
popiilasyonlarinda zamanla etkinlik diizeyinin azalabildigi farkli caligmalar
tarafindan rapor edilmistir (Kim vd., 2016); bu nedenle kullaniminin
cesitlendirilmesi Onerilebilir.

Ote yandan captan ve azoxystrobin, diger fungisitlere kiyasla daha diisiik
etki diizeyi gostermistir. Captan diisiik dozlarda smirli kalmis, daha yliksek
uygulamalarda etkisinin arttigi gozlenmis ve bu durum Soylu vd. (2010)’un
bulgulariyla uyumlu olmustur. Azoxystrobin ise tiim uygulama diizeylerinde diisiik
etki gostermistir. Bu durum, farkli ¢alismalarda B. cinerea popiilasyonlarinda
zaman ic¢inde bu gruptaki {riinlere karst yanit diizeyinin azaldigini bildiren
sonuclarla paralellik gostermektedir (Shao vd., 2021). Bolgedeki iireticiler
tarafindan ayn1 gruba ait iiriinlerin uzun yillar arka arkaya uygulanmasinin, etkinlik

kaybinin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi degerlendirilmektedir. Genel bulgular,
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kimyasal miicadelenin siirdiiriilebilirligini artirmak amaciyla uygulamalarin
cesitlendirilmesi ve farkli tirlin gruplarimin doniistimlii kullanilmasiin 6nemini
ortaya koymaktadir (Hahn, 2014; Leroux, 2007).

Botrytis cinerea 2B2 izolatinin genel miseliyal gelisimi ile farkli fungisit
uygulamalarina verilen fenotipik yanitlar karsilastirildiginda, genel denemede
tebuconazole, cyprodinil ve thiophanate-methyl uygulamalarinin diisiik dozlardan
itibaren misel biiylimesini belirgin bi¢cimde smirladigl; captan ve azoxystrobin
uygulamalarinda ise artan dozlara ragmen daha diisilk diizeyde baskilanma
goriildiigli tespit edilmistir. Genel deneme sonuglari, izolatin farkli fungisit
gruplarma kars1 degisen yanit diizeyleri sergiledigini ve bazi fungisitlerin daha
diisiik uygulama seviyelerinde bile etkili olabildigini géstermektedir.

Fenotiplerde de benzer bir egilim ortaya c¢ikmis, tebuconazole ve
thiophanate-methyl fenotiplerinde koloni ¢apinin diisiik dozlardan itibaren hizla
azaldig1, bazi uygulamalarda gelisimin neredeyse tamamen durdugu belirlenmistir.
Buna karsin captan ve azoxystrobin fenotiplerinde yiiksek dozlarda dahi misel
gelisiminin devam ettigi, dolayisiyla fenotip diizeyinde daha smirli bir yanit
sergilendigi gozlenmistir (Koycu vd., 2018). Bu durum, ayni1 genetik kaynaktan
elde edilen izolat icinde dahi fungisit uygulamalarina verilen yanitin fenotipler
arasinda degisebildigini ve uygulama desenlerinin sahadaki basar1 diizeyini
etkileyebilecegini gostermektedir.

Genel olarak, her iki deneme birlikte degerlendirildiginde B. cinerea 2B2
izolatinin farkli fungisitlere kars1 degisken yanitlar sergiledigi, bu yanitlarin hem
uygulama dozlart hem de fenotiplerde farklilik gdsterebildigi sonucuna
vartlmaktadir. Bu bulgular, fungisit se¢imi ve uygulama programlarinin
belirlenmesinde yalnizca kimyasal grubun degil, ayn1 zamanda popiilasyon ici
fenotipik ¢esitliligin de dikkate alinmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Arazi kosullarinda gergeklestirilen biyolojik miicadele denemelerinde en
yiksek etkinlik 7richoderma harzianum Rifai KRL AG-2 preparatinda
gbzlenmistir. Bu sonug, Trichoderma tiirlerinin B. cinerea’ya karsi mikoparazitizm,
antibiyozis ve rekabet mekanizmalariyla etkili oldugunu bildiren Elad ve Freeman
(2002) ile Soylu vd. (2010)’un ¢aligmalariyla paraleldir. Pythium oligandrum’un da
yiiksek diizeyde etkinlik gostermesi, biyolojik kontrol ajanlariin 6zellikle diistik
sicaklik ve yiiksek nem kosullarinda kimyasal igerikli fungisitlere alternatif olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir. Buna karsin  Bacillus subtilis ve
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Pseudomonas fluorescens preparatlarinin sinirli etkinligi, bu ajanlarin saha
kosullarinda B. cinerea etmeni ile rekabet giicliniin diisiik olabilecegini
diistindiirmektedir.

Beauveria bassiana Scl, B. bassiana Sc2 ve B. bassiana Sc3 preparatlarinin
uygulandigi ¢otanaklarda ise B. bassiana, B. cinerea’nin miicadelesinde %58,34 -
%33,34 oraninda bagar1 saglamistir. Bu sonuglar Demirer (2023)’in patates
bitkilerinde B.bassiana'nin endofitik kolonizasyonunun Phytophthora infestans’ a
kars1 ¢esitli savunma reaksiyonlar1 gosterdigini belirten calismasi ile paralellik
gostermektedir (Demirer, 2023).

Biyolojik miicadele denemelerinde B. cinerea 2B2 izolatina kars1 en yliksek
etkinlik 7. harzianum Rifai KRL AG-2 uygulamasinda gozlenmis ve hastalik
gelisimi tamamen Onlenmistir. Bu bulgu, Trichoderma tiirlerinin B. cinerea
tizerinde yiiksek diizeyde baskilama saglayabildigini bildiren dnceki caligsmalarla
uyumludur (Elad ve Freeman, 2002; Soylu vd., 2010). Bu farklilik, biyolojik
kontrol ajanlarinin etkinliginin tiir, cevresel kosullar ve patojenle rekabet
kapasitesine bagl olarak degisebilecegini gostermektedir. Ozellikle yiiksek etkinlik
gosteren 7. harzianum ve P. oligandrum uygulamalar, kimyasal fungisitlerin
yogun kullanildigi tretim sistemlerinde ¢evre dostu alternatifler olarak
degerlendirilebilirken, diisiik etki gosteren bakteriyel ve entomopatojen tiirlerin ise
uygulama kosullariin optimize edilmesi, karisim kullanimi veya farkl
formiilasyonlarin gelistirilmesi ile etkinliginin artirilabilecegi diistiniilmektedir. Bu
sonuglar, biyolojik miicadele ajanlarinin tek basina degil, entegre hastalik yonetimi
stratejileri icerisinde konumlandirilmasinin daha etkili olacagina isaret etmektedir.

Bu calismada elde edilen bulgular B. cinerea 2B2 izolatinin farkh
fungisitlere ve biyolojik ajanlara karsi degisken yanit profilleri sergiledigini
gostermekte, Ozellikle tebuconazole, cyprodinil ve thiophanate-methyl
uygulamalarinin diisiik dozlarda dahi belirgin gelisim baskilanmasi sagladigim
ortaya koymaktadir. Biyolojik miicadele sonuglarinda 7. harzianum ve P.
oligandrum’un yiiksek etki gostermesi, kimyasal uygulamalara alternatif veya
tamamlayict segenekler sunarak iiretim sistemlerinde c¢evre dostu stratejilerin
uygulanabilirligini desteklemektedir. Tiim veriler birlikte ele alindiginda, hastalik
yonetiminin yalnizca tek bir kimyasal grubuna dayandirilmasinin siirdiiriilebilir
olmadigi; bunun yerine farkli etki gruplarimin dontisiimli kullanimi, biyolojik

ajanlarin iiretim sistemine entegrasyonu ve bdlgesel popiilasyon dinamiklerinin
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diizenli olarak izlenmesi gibi ¢ok bilesenli yaklasimlarin uygulanmasimin daha
uygun olacagi anlasilmaktadir. Bu yaklasim, hem verim ve kalite kayiplarin
azaltmada hem de uzun vadede etkinlik kayb1 riskini minimize etmede stratejik

Onem tasimaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Findik, Tiirkiye tarim ekonomisinin stratejik iiriinlerinden biri olup, hem
tiretim hacmi hem de ihracat getirisi bakimindan {iilkenin en temel ekonomik
kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Diinya findik iiretiminin yaklasik %70’inin
Tirkiye tarafindan kargilanmasi, iirliniin kiiresel pazardaki belirleyici roliinii ortaya
koyarken, Karadeniz kusagiin ekolojik uygunlugu, findigin bolgesel kalkinmada
kritik bir lokomotif {iriin haline gelmesini saglamaktadir. Diizce ili, Tiirkiye nin
besinci biiyiik findik iiretim merkezi olarak hem ulusal rekolteye hem de kirsal
ekonomiye yiikksek diizeyde katki sunmaktadir. Bu baglamda, findigin
stirdiiriilebilir tiretimi ve hastaliklardan kaynaklanan kayiplarin minimize edilmesi,
yalnizca tarimsal verimlilik agisindan degil, ayn1 zamanda ihracat gelirleri,
istihdam, tiretici refah1 ve kirsal ekonominin siirekliligi agisindan da stratejik bir
gereklilik tagimaktadir.

Bu tez caligmasi, findik iiretiminde giderek artan bir tehdit olusturan
Botrytis cinerea kaynakli yaniklik hastaliginin bélgedeki varligini, yayginlik
diizeyini, bu hastalik etmenine karsi uygulanabilecek kimyasal ve biyolojik
miicadele seceneklerini ¢ok yonli bir yaklasimla ortaya koyarak, findigin
stirdiiriilebilir tiretimine dogrudan katki saglayan bilimsel bir zemin olusturmay1
amaglamistir. Caligmanin bulgulari, Diizce ili 6zelinde yiiriitiilen miicadele
stratejilerinin hem giincellenmesi hem de genis Olcekli iiretim planlamasiyla
biitiinlestirilmesi gereken kritik esikleri gdstermekte, findikta verim kayiplarimni
azaltmaya yonelik karar mekanizmalar1 i¢in bilimsel bir referans gorevi
gormektedir.

Calisma kapsaminda gerceklestirilen survey caligmalari, incelenen 166
bahgenin %43,37’sinde B. cinerea ile bulasik oldugunun tespit edilmesiyle,
etmenin Diizce ilinde genis bir yayilma alani bulundugunu gii¢lii bigcimde ortaya
koymustur. Akcakoca ve Merkez ilgelerinin B. cinerea ile daha yiiksek oranda
bulasik olmasi, yiiksek nispi nem, bakimsizlik sebepli golgeli bahge yapisi, yogun
bitki Ortlisii gibi faktorlerin hastaligin gelisiminde belirleyici rol oynadigi
diistiniilmektedir. Hastalikli 6rneklerden elde edilen 163 izolattan 72 adedinin B.
cinerea olarak tanilanmasi, etmenin bdlgede baskin konumda oldugunu

desteklemektedir. Ayn1 zamanda Diaporthe sp., Neopestalotiopsis sp., Nigrospora
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sp. ve Fusarium sp. gibi B. cinerea’ya eslik eden patojenlerin mevcudiyeti, findikta
coklu enfeksiyon yapilarinin géz ardi edilmemesi gerektigini gostermektedir.

Patojenisite denemeleri, B. cinerea izolatlar1 arasinda belirgin diizeyde
duyarhilik farkliliklar1 oldugunu ve ozellikle 2B2 izolatinin yiiksek viriilens
diizeyiyle on plana c¢iktigin1 ortaya koymustur. Cotanak, yaprak ve ziiruf
dokularinda gergeklestirilen patojenisite testleri, etmenin findigin tiim hassas
dokularinda enfeksiyon olusturma kapasitesine sahip oldugunu gostermis, ¢otanak
ve ziirufun, daha yliksek doku nemi ve yiizey yapisi nedeniyle enfeksiyon agisindan
daha kirillgan oldugunu dogrulamistir. Cesit reaksiyon testlerinde ise Kara findik,
Sar1 findik ve Giresun yaglisi ¢esitleri arasinda Kara findigin B. cinerea’ya karst
daha duyarli oldugu ortaya konmustur.

Kimyasal ila¢g denemelerinde, tebuconazole, cyprodinil ve thiophanate-
methyl etkili maddelerinin diisiik konsantrasyonlarda dahi B. cinerea’ya karsi
yiiksek etki gosterdigi, buna karsin captan etkili maddesinin orta diizeyde,
azoxystrobin etkili maddesinin ise daha sinirli diizeyde etkinlik gosterdigi ortaya
konmustur. ECso degerleri, 6zellikle triazol ve benzimidazol gruplarinin bolgesel
miicadelede kritik rol oynadigini gostermektedir. Spor ¢imlenmesi iizerindeki
inhibitor etkiler de bu sonuglart desteklemis olup, tebuconazole ve thiophanate-
methyl etkili maddeleri spor ¢imlenmesini en gliglii sekilde baskilayan fungisitler
olmustur. Duyarlilik azalis1 ¢alismalarinda ise, bazi etkili maddelere karsi,
fenotiplerin gecici adaptasyonu gozlenmis olsa da stabil ve kalic1 bir duyarlilik
azalis1 olugsmadigi belirlenmistir.

Biyolojik miicadele uygulamalar1 sonucunda, hastalik ytizdeleri siralamasi
T. harzianum (%0), P. oligandrum (%8,33), B. bassiana izolatlar1 (%41-66,66), B.
subtilis (%58,33) ve P. fluorescens (%83,33) seklinde tespit edilmistir. 7.
harzianum, biyolojik miicadele ajanlar1 arasinda hastaligi en fazla baskilayan etmen
olmustur. Biyolojik ajanlarin etkinligi ¢evresel faktorlere duyarli olsa da, dogru
zamanlama ve uygun formiilasyon se¢enekleri ile kimyasal miicadeleye giiclii bir
alternatif veya tamamlayici yaklagim sunabilecegi anlasilmaktadir.

Sonug¢ olarak, bu tez calismasi B. cinerea’nin Diizce ili findik {iretim
alanlarinda hem yaygin hem de yiiksek agresiflikte popiilasyonlara sahip oldugunu
ortaya koymus, kimyasal ve biyolojik miicadele stratejilerini karsilagtirmali
bicimde belirlemistir. Bulgular, bolgede geleneksel tiretim modelinde uygulanan

bitki koruma yaklagimlarinin tek basma yeterli olmadigini, entegre miicadele
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yontemlerinin yeniden planlanmasi gerektigini gostermektedir. Ozellikle iklim
degisikligi kaynakli nem ve sicaklik dalgalanmalarinin, etmenin epidemi
yaratabilecegi de gbz 6niinde bulundurulmalidir.

Bu kapsamli degerlendirmeler 1s181nda, B. cinerea’nin neden oldugu verim
kayiplarinin azaltilabilmesi ig¢in {ireticilerin, iiniversitelerin, kamu kurum ve
kuruluglarinin ortak bir yaklagim gelistirmesi, bolgesel Olcekte siirdiiriilebilir,
bilimsel ve ekonomik temelli bir hastalik yonetimi yapisinin kurulmasi gerekliligi
ortaya konmustur.

Arastirmada ortaya konulan bulgular, oncelikle kiiltiirel dnlemler, findik
bahgelerinde hastaligin baslamasini ve ilerlemesini sinirlayan temel basamak
oldugunu gostermektedir. Findik bahgelerinde hava sirkiilasyonunun artirilmast,
yogun ta¢ yapisinin seyreltilmesi, golgeli ve nem tutan alanlarin azaltilmasi,
enfekteli bitki ve meyve artiklari ile ziiruflarin uzaklastirilmasi gibi uygulamalar,
B. cinerea kaynakli inokulumun azalmasina dogrudan katki saglayacaktir. Bu tiir
kiiltiirel uygulamalarin diizenli ve teknigine uygun bi¢imde yiiriitiilmesi, kimyasal
miicadele ihtiyacin1 da 6nemli dlcilide azaltacaktir.

Kimyasal miicadele agisindan bakildiginda, bu ¢alismada yiiksek etkinlik
gosteren tebuconazole, cyprodinil ve thiophanate-methyl gibi etkili maddelerin
tiretim bolgelerinde planli ve rotasyon ilkesine dayali olarak kullanilmasi énem
tasimaktadir.

Biyolojik miicadele etmenlerinin iiretim sistemine entegre edilmesi de
hastalik yonetiminde dnemli bir potansiyel sunmaktadir. 7richoderma harzianum,
B. bassiana ve B. subtilis gibi biyolojik ajanlarin koruyucu uygulamalarla
desteklenmesi, kimyasal miicadeleye alternatif bir koruma mekanizmasi
olusturabilir. Ayrica biyolojik preparatlarin kimyasal {iriinlerle dengeli bir bigimde,
birlikte kullanildig1 hibrit miicadele stratejileri, hem direng¢ gelisimini sinirlayacak
hem de kimyasal yiikii azaltarak tarimsal siirdiiriilebilirlige katki saglayacaktir.

Cesit se¢iminin hastalik yonetimindeki sinirli rolii dikkate alindiginda, uzun
vadede B. cinerea’ya kars1 tolerans diizeyi yiiksek yeni genotiplerin gelistirilmesi
onem tasimaktadir. Mevcut cesitlerin benzer duyarlilik seviyeleri géstermesi, 1slah
calismalarinda bu patojene yonelik direng faktorlerinin daha sistematik sekilde ele
alinmas1 gerektigini ortaya koymaktadir. Bu dogrultuda genotip/cevre etkilesimini
degerlendiren ¢ok yillik adaptasyon caligmalarinin yiiriitiilmesi, bolgesel iiretim

stratejilerinin daha saglam temellerle olusturulmasina katki sunacaktir.
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Hastalik yOnetiminin basarisi yalnizca teknik uygulamalara degil, aym
zamanda tretici farkindaliginin artirilmasina da baglhidir. Bu nedenle iireticilerin
hastaligin erken belirtilerini tanimasi, uygun fungisit se¢imi ve uygulama
zamanlamasi, biyolojik ajanlarin dogru kullanimi, bahg¢e hijyeni ve budama
pratikleri gibi konularda diizenli egitim programlarina dahil edilmesi Onem
tagimaktadir.

Sonug¢ olarak, B. cinerea’nin neden oldugu verim kayiplarinin
azaltilabilmesi i¢in bolgesel diizeyde biitiinciil, bilimsel temelli ve siirdiirtilebilir bir
yonetim yaklagiminin benimsenmesi gerekmektedir. Kiiltiirel, kimyasal ve
biyolojik miicadele yontemlerinin birbirini tamamlayacak sekilde kullanildigi,
iireticinin bu konularda desteklendigi ve iklim kosullarina bagl risklerin siirekli
izlendigi bir hastalik yonetim modeli Diizce ili, findik {iretiminin siirdiiriilebilirligi

icin kritik dneme sahiptir.
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